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緒論
 ヒトの筋萎縮性側索硬化症（amyotrophic lateral sclerosis, ALS）は上位および下
位の運動ニューロンの選択的変性・脱落を特徴とし、全身の筋萎縮をきたす進
行性・難治性の神経変性疾患群である。 
 ALS は家族歴がない孤発性 ALS（sporadic ALS, sALS）と家族歴がある家族性
ALS（familialALS, fALS）に大別される。fALS は全体の 5-10%を占め、現在ま
でに 23 の原因遺伝子が同定されている（表 0-1） [Washington University 
Neuromuscular home page: http://neuromuscular.wustl.edu]。このうち活性酸素のス
ーパーオキサイドアニオン（O2
-）不均化酵素である superoxide dismutase 1 (SOD1)
の変異が最初に発見され[Rosen et al., 1993]、fALS 患者の約 20%に SOD1 遺伝
子変異（160種、多くがミスセンス変異）が認められている [Rosen et al., 1993, 
ALSoD: http://alsod.iop.kcl.ac.uk]。また、sALS 患者でもその約 2％で SOD1 変異
が確認される。SOD1 については常染色体優性遺伝の形式をとる 160 以上の ALS
関連変異が報告されており、SOD1 変異を伴う fALS は ALS1 と呼ばれる。 
 ALS1 を含む ALS では、初期にミトコンドリア障害[Manfredi and Xu, 2005., 
Kong and Xu., 1998]および軸索輸送障害[Williamson and Cleveland, 1999]が起こり、
発症後は 1）酸化ストレス、2）興奮毒性および 3）タンパク質分解系の異常に
よる変性タンパク質の蓄積が存在し、これらが互いに関連して病態が進行する
ものと考えられている[Swarup and Julien, 2011]（図 0-1）。特に発症後のアストロ
サイトやミクログリアの機能異常が病態の進行に重要であり[Yamanaka et al., 
2008]、少なくとも ALS1 における運動ニューロン死は非細胞自律性であること、
すなわちニューロン単独の異常により起こっているものではないと推察されて
いる。 
 ALS を特徴づける病変は、錐体路の変性に加えて、運動ニューロンおよびそ
の周辺のグリア細胞におけるBunina小体や skein-like封入体（Skein-like inclusion ; 
SLI）などの細胞質内の封入体形成である[Kato, 2008]。Bunina小体を除くほとん
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どの封入体はユビキチン陽性である（図 0-2）。近年では、核局在タンパク質で
ある TAR DNA-binding protein 43 kDa （TDP-43）をコードする TARDBP遺伝子
に変異を有する fALS および sALS （ALS10）が存在し、ALS10 を含むいくつか
の fALS や sALS で観察されるユビキチン陽性の細胞質内封入体の構成成分が
TDP-43であることが報告された[Arai et al., 2006, Neumann et al., 2006]。このよう
な TDP-43 の核からの逸脱と細胞質内封入体の形成は TDP-43 病理と呼ばれる。
SOD1 遺伝子変異をもつ ALS1 では、TDP-43 病理はみられず、SOD1 陽性の封入
体が特徴的に認められる。 
 ALS1 の発見を背景に、ALS 研究においては 1990 年代後半から、変異 SOD1
を強制発現させたトランスジェニックマウスが運動ニューロン変性過程の動物
モデルとして汎用されてきた[Swarup and Julien, 2011, Jucker, 2010]。上述した病
因仮説の多くはこのトランスジェニックマウスを用いた研究により検証された
ものである。しかし一方、SOD1 トランスジェニックマウスに対して延命効果が
あった薬剤が ALS 患者に対しても効果があった例はこれまでになく、このマウ
スの ALS 治療薬開発のためのモデル動物としての有用性は疑問視されている
[Jucker, 2010]。この問題の原因としてマウスとヒトの間の種差や、このモデルが
自然発症の疾患ではないことが考えられている。この点についてはその後に開
発された SOD1 トランスジェニックラット[Nagai et al., 2001]でも克服されてい
ない。そこで、体の大きさやライフスパン、生活環境という点で、げっ歯類よ
りもヒトに近い動物種で ALS の病態を再現する自然発生の疾患を解析すること
は、遺伝子改変動物から得られる知見とは異なる有用な情報を提供するものと
考えられる。 
 イヌの変性性脊髄症（Degenerative Myelopathy ; DM）は運動失調を臨床的特徴
とし、病理検索により脊髄に変性を認める疾患の総称である[Averill, 1973]。本
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疾患にはジャーマン・シェパード、シベリアンハスキー、ミニチュアプードル
の脊髄症 [Summers BA et al., Veterinary Neuropathology] やバーニーズマウンテ
ン [Wininger et al., 2011]、ボクサー[Miller et al., 2009]などで近年報告された脊髄
変性疾患が含まれる。これらの疾患は一般に進行性、多くは致死的で、病態末
期に排尿障害や排便障害を起こすため、米国ではしばしば安楽死が選択される
[Coates et al., 2007, March et al., 2009]。本疾患の国内での発生はペンブローク・
ウェルシュ・コーギー（Pembroke Welsh Corgi ; PWC）に集中しており、「コー
ギーの変性性脊髄症」として広く認識されている。PWC における DM は 8歳以
上の高齢で発症する。まず後肢のふらつきが認められ、他の疾患を伴わない場
合でも全経過 2~3.5 年で呼吸障害に至り死亡する（図 0-3）。確定診断には死後
の病理学的検索が必須である。 
 DM の病因としては、免疫介在性 [Barclay et al., 1994, Waxman et al., 1980]、代
謝性 [Johnston et al., 2000]、遺伝性 [Coates et al., 2007]など複数のメカニズムの
関与が示唆されてきた。DM 症例には ALS と比較して、感覚系の異常を伴わな
い運動機能障害という臨床的類似点と、脊髄白質の顕著な変性・硬化という病
理組織学的類似点がある。これに加えて 2009 年に Awano らにより PWC を含む
DM 症例に SOD1のミスセンス変異がみられることが報告[Awano et al., 2009]さ
れて以降、DM が SOD1 の遺伝子変異を伴うヒト fALS（ALS1）に相当する疾患
である可能性が示唆されている。ヒトの fALS における SOD1 変異が常染色体優
性遺伝であるのに対してイヌ DM の SOD1 遺伝子変異は常染色体劣性遺伝の形
式をとり、またホモ接合体変異を持つ個体でも必ず発症するわけではない。DM
症状を呈していない国内の PWC を無作為に検索した研究では、48%が SOD1 の
c.118G>A ホモ接合体変異、43%がヘテロ接合体変異を有する一方で変異をもた
ない個体は全体の 9%にすぎず、A allele の発現率は 69.7%にのぼる[Chang et al., 
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2013]。この研究が示す遺伝的背景の均一性と疾患の犬種特異性を考慮すると、
国内のPWCはDMに罹患するリスクが他犬種より高いという素因をもっている
ことが推察される。PWC でみられる DM は自然発症の fALS モデル疾患となる
可能性があり、モデル動物としての価値を高めるためには、報告されている ALS
および既存のモデルマウスの病態との比較検討が必須である。こうした研究は
ヒトの ALS についての新たな知見をもたらすだけでなく、伴侶動物としてのイ
ヌの医療にも貢献する。一方で、PWC は伴侶動物であることから、病理学的検
索は多くが疾患の末期である死亡例のみで可能であり、発症前と発症初期の病
理学的検索の対象として不適である。PWCの DM の剖検例と SOD1 トランスジ
ェニックマウスの発症後の病理学的変化を比較し、その共通点、相違点を検討
した上で、発症後・末期の検索については PWC の DM を、発症前または発症直
後の検索はマウスを ALS モデルとして併用することが現実的である。 
 本研究の第 1 章〜第 3 章ではイヌの変性性脊髄症の病理発生について、過去
の ALS およびそのモデルマウスで報告されている病態関連因子に着目して検索
した。特に第 1 章ではイヌ DM の基本的な病変を検討するとともに、酸化スト
レスの原因となりうる因子の発現を調べた。第 2 章ではイヌ DM における腹角
ニューロンの脱落パターンを検討するとともに、興奮毒性関連因子の発現を検
討した。第 3章ではオートファジー関連因子の発現パターンについて検討した。 
 一方、第 4 章では ALS モデルとして最も汎用されている SOD1G93Aマウスを
用いた研究を行った。このトランスジェニックマウスの主要な脊髄病変はミト
コンドリアの異常に由来する空胞変性である[Dal Canto and Gurney, 1995, Wong 
et al., 1995]。そこでミトコンドリア障害を介した酸化ストレスを増強するため、
ミトコンドリア呼吸鎖の複合体 I を阻害する rotenone を発症前に投与し、発症
前・発症期・末期の病態や形態的変化を検討した。 
 遺伝子
産物
SOD1
(LBHI/AstHI )
幼年
若年
ALS3 18q21 unknown - AD 成人
ALS4 9q34 SETX senataxin
DNAダメージ
応答 AD あり 若年 緩徐 不明
ALS5 15q21 SPG11 spatacsin AR 若年 緩徐
ALS6 16p11 FUS/TLS FUS/TLS
RNA代謝、
転写調節 AD/AR あり 成人 急性
FUS(好塩基性
封入体),
TDP-43
ALS7 20p13 unknown - AD 成人
ALS8 20q13 VAPB VAPB
ER、ゴルジの
小胞輸送 AD 成人 緩徐 VAPB
血管新生、
神経保護
RNA代謝、
転写調節
ALS11 6q21 FIG4
PI5-
phosphatase
小胞輸送制御 AD あり 成人 不明
ALS12 10p13 OPTN optineurin NFκB制御 AR/AD あり 成人 OPTN,TDP-43
ALS13 12q24 ATXN2 ataxin 2 遺伝子制御 AD あり 成人 TDP-43
ALS14 9p13 VCP VCP (p97) タンパク分解 AD 成人 不定 TDP-43
ubiquilin2,
TDP-43
ALS16 9p13 SIGMAR1 SIGMAR1 ERシャペロン AR 若年 緩徐 不明
ALS17 3p11 CHMP2B CHMP2B
タンパク輸送、
分解 AD あり 成人 TDP-43
ALS18 17p13 PFN1 profilin 1 細胞骨格 AD あり 成人 TDP-43
ALSFTD 9p21 C9orf72 C9orf72 不明 AD あり 成人
2p13 DCTN1 dynactin 1 軸索輸送 AD あり 成人
12q24 DAO DAO 不明 AD 成人 急性 DAO
22q12 NEFH NF-H 細胞骨格 AD あり 不定
表0-1：fALSの遺伝子座と原因遺伝子
遺伝子座 遺伝子 機能
ALS1 21q22 SOD1 SOD1
抗酸化、ERス
トレス反応
タンパク輸送、
分解
孤発例 発症時期 進行 凝集体形成
AD
遺伝
形式
あり 成人 多様
AR 緩徐 不明ALS2 2q33 alsin alsin
ALS9 14q11 ANG angiogenin
ALS10 1p36 TARDBP TDP-43 AD
UBQLN2 ubiquilin 2 タンパク分解 XD
不明
あり 成人 緩徐 TDP-43
あり 成人AD
神経栄養因子
受容体 緩徐 不明
Washington University Neuromuscular home page : http://neuromuscular.wustl.edu/をもとに作成。
AD:常染色体優性遺伝、AR:常染色体劣性遺伝、XD:伴性優性遺伝
成人 緩徐
ALS19 2q34 ERBB4 ErbB4 AD あり 成人
ALS15 Xp11
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図 0-1：ALS の病態関連因子。運動ニューロンに対する異常タンパク質の蓄積、
酸化ストレス、興奮毒性はアストロサイトやミクログリアの機能異常も原因と
なって起こる。 
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図 0-2：ALSの病理学的特徴。新潟大学脳研究所「e-Learning 神経病理」より
引用し作成。http://pd21.cihbs.niigata-u.ac.jp/menu.php 
A：脊髄白質、錐体路の髄鞘脱落。クリューバー・バレラ染色。B：運動ニュー
ロンの色質融解像。クリューバー・バレラ染色。C：リポフスチンを充満したニ
ューロン（矢頭）とリポフスチンを貪食したマクロファージ（矢印）。ヘマトキ
シリン・エオジン（HE）染色。D：運動ニューロンの細胞体に認められた Bunina
小体（矢頭）。 HE染色。細胞質にはリポフスチンが多量に蓄積している。E：
運動ニューロンに認められた Skein-like inclusion。Ubiquitin免疫染色。F, G：
SOD1遺伝子変異を持つ家族性 ALS（ALS1）患者の運動ニューロンで特徴的に
認められる Lewy body-like hyaline inclusion（LBHI）。硝子様無構造な封入体
は SOD1免疫染色（G）に陽性。 
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図 0-3：PWCの DM にみられる典型的な臨床症状。A, B：発症直後。後肢がふ
らつき、交差する。C, D：発症 10ヶ月後。後肢麻痺。前肢に異常はなく、車い
すの使用が可能。E, F：発症 22ヶ月後。四肢麻痺、起立不能。 
 
第1章 
ペンブローク・ウェルシュ・コーギーの変性性脊髄症の病
理組織学的特徴  
序 
 ALS を特徴づける病変は錐体路の変性およびニューロン細胞体内、アストロ
サイト細胞質内の封入体である。ALS でみられる運動ニューロンおよびグリア
細胞の細胞質内における凝集物や封入物の形成は、細胞内の主要な分解系であ
るユビキチン・プロテアソーム系の異常を反映するものと考えられており[Kato, 
2008]、ALS に認められる封入体は Bunina 小体を除いてユビキチン陽性である
ことが知られている。また近年、不均一核内リボ核酸タンパク質の一種・TDP-43
が細胞質内のユビキチン陽性封入体の構成成分であることが報告され[Arai et 
al., 2006, Neuman et al., 2006]、核から逸脱した TDP-43の染色性や TDP-43陽性
の凝集体・封入体の存在が ALS の重要な病理学的診断基準のひとつとなってい
る。 
 SOD1 遺伝子変異を持つ fALS（ALS1）の患者では、典型的（古典的）ALS
の症状および病理像が認められる。ただし ALS1 では Bunina小体や TDP-43陽
性封入体は認められず、レビー小体様硝子様封入体（Lewy body-like hyaline 
inclusion ; LBHI）と呼ばれる細胞質内封入体や、LBHIと同質の構造物と考えら
れているアストロサイト硝子様封入体（Astrocytic hyaline inclusion ; Ast-HI）が
認められる。これらはいずれも SOD1 陽性であり、変異 SOD1 の異常な凝集に
よるものと考えられている。 
 SOD1 変異を伴うイヌの DM においては、SOD1 陽性の凝集物が運動ニュー
ロンの細胞体内に観察されたとの報告がある[Awano et al., 2009]。一方で、DM
の脊髄病変は側索・背索を中心とした顕著な髄鞘・軸索の変性・脱落という白
質病変が主体であり、その診断に必ずしも灰白質病変を必要としない。実際、
脊髄腹角ニューロンを含むニューロン細胞体の形態的変化についてはボクサー
の DM [Miller et al, 2009]において色質融解の記載があるのみで、その他の犬種
の DM では十分に考察されていない。 
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 ALSなど多くの神経変性疾患では、ROSによる酸化ストレスがニューロン変性
を促す因子となると考えられている。スーパーオキサイドアニオン（O2
-）は一
酸化窒素（NO）との反応により強力な酸化力をもつROSであるペルオキシナイ
トライト（ONOO-）を生成する。SOD1はスーパーオキサイドアニオンを不均化
することによりROSの生成を防ぐ役割を果たすが、ALS1における変異SOD1およ
びイヌDMの変異SOD1[Crisp et al., 2013]のいずれにおいても、SOD1の活性は正
常または高値に保たれていることが報告されており、SOD1の活性低下が酸化ス
トレスを誘発している可能性は低い。一方、NOはNO合成酵素（nitric oxide 
synthetase, NOS）により産生される。NOSのサブタイプのうち炎症性サイトカイ
ンの刺激により誘導される誘導性NOS（inducible NOS, iNOS）は病態時に過剰量
のNOを産生することで酸化ストレスを増大させると考えられ、神経変性疾患に
おいても増悪因子として知られている。神経変性疾患におけるiNOSの誘導は、T
細胞などの免疫細胞の浸潤に伴うものではなく、アストロサイト、ミクログリ
アの活性化によるものと考えられている。 
 本章では、イヌのDM症例の脊髄病変、とくに脊髄腹角ニューロンの形態学的
変化を検索するとともに、酸化ストレス関連因子としてのSOD1、およびiNOS
の発現パターンを検索し、ヒトALS1との病理学的類似性を検討した。また、DM
における免疫細胞の挙動を検討するため、炎症細胞および免疫グロブリンの発
現についても検索した。 
  
材料と方法 
症例・材料 
 臨床的および病理組織学的に変性性脊髄症と診断されたPWCの2例（症例 1、
2）と、椎間板ヘルニアによる圧迫性脊髄白質変性症と診断されたビーグル 1例
（対照例 1）に加え、年齢が近い対照として多発性神経症と診断された脊髄に病
変のないビーグル 1 例（対照例 2）と神経系に病変のない PWC の 1例（対照例
3）、さらに神経系に病変のない中年齢の PWC の 1例（対照例 4）を用いた。症
例の概要は表1-1に示した。症例2は岩手大学獣医病理学研究室より供与された。
その他の材料は 2009 年度から 2010 年度に東京大学獣医病理学研究室において
病理診断を行ったイヌの脊髄を用いた。 
 
SOD1 c118. G>A （E40K）変異の遺伝子型検査 
 各症例のゲノムDNAはパラフィン包埋後組織（肝臓、脾臓または脊髄）から
DNA Isolator PS Kit （和光純薬）を用いてメーカーのプロトコルに従い抽出した。
変異型プライマー（Forward : 5’-TGGGCCTGTTGTGGTATCAG-3’、reverse : 
5’-CAAACTGATGGACGTGGAATCC -3’）と6-carboxyrhodamine （VIC）結合野
生型プローブ（5’-CTCGCCTTCAGTCAGC-3’）および6-carboxyfluorescein （FAM） 
結合変異型プローブ（5’-CTCGCCTTTAGTCAGC-3’）を用い、報告されている
リアルタイムPCR法を用いて各色素の蛍光強度の増幅曲線を描出することによ
り遺伝子型を決定した[Chang et al., 2013]。この操作は鹿児島大学の大和修先生
に依頼した。 
 
病理組織学・免疫組織化学 
 各症例の脊髄組織は 10％リン酸緩衝ホルマリンで固定後、常法に従い４μm の
厚さでパラフィン切片を作製した。この切片を脱パラフィンした後、ヘマトキ
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シリン・エオジン（HE）染色、ルクソール・ファスト・ブルー（LFB）-HE 染
色、クリューバー・バレラ（KB）染色をおこなった。 
 免疫組織化学に用いた一次抗体を表 1-2 に示した。脱パラフィンした切片につ
いて、表に示した条件でオートクレーブにより 120℃で 10 分間の抗原賦活化を
行った。全ての切片を 3％過酸化水素・メタノール溶液で室温 5分間処理して内
因性ペルオキシダーゼを不活化し、ブロッキング溶液（8%スキムミルク・TBST）
で 37℃、40分間処理して非特異反応を抑制した後、ブロッキング溶液で希釈し
た一次抗体と 4℃で一晩反応させた。Envision polymer （Dako, Glostrup, Denmark）
法により二次抗体と 37℃で 40分間反応させた。0.5 % DAB （Dojindo Laboratories、
熊本）に 0.1%になるよう H2O2（和光純薬、大阪）を添加して発色に使用した。
核染色にはヘマトキシリンを用いた。 
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結果 
SOD1 c.118G>A遺伝子型 
 SOD1 c.118G>A 遺伝子変異を検索した結果、DM 症例 1 および 2 ではホモ接
合体変異を認めた。対照例 1 および 2 では変異を認めず、対照例 3 ではホモ接
合体変異、対照例 4 ではヘテロ接合体変異を認めた（表 1-1）。 
 
病理組織学 
 DM症例1、2ともに頸髄、胸髄、腰髄に軸索の変性（膨化、断片化）と脱落、
および髄鞘の脱落が認められた（図1-1）。これらの病変は尾側胸髄で特に顕著で、
全周性に認められた。頸髄、頭側胸髄、腰髄ではいずれも背側索で最も重度で
あった。また上記の軸索・髄鞘の病変の程度に比例して、中程度〜重度のアス
トロサイトーシスが認められた。また腹角の大型運動ニューロンにおいて色質
融解やリポフスチンの重度蓄積が散見された（図1-2）。リポフスチンの重度蓄積
は対照例1および2でも認められたが、色質融解像は稀であった。いずれの症例
でも、ニューロン細胞体内およびグリア細胞体内に明瞭な凝集物や封入体の形
成は認められなかった。 
 
免疫組織化学 
 DM症例1および2では、腹角ニューロンの細胞体および灰白質の反応性アスト
ロサイトの細胞質において微細顆粒状のSOD1陽性像がび漫性に観察され（図
1-3）、頸髄、胸髄、および腰髄のすべての部位で病変の程度にかかわらず同様の
陽性像が認められた。これに対しすべての対照例の脊髄では、ニューロンやア
ストロサイトの細胞体内および神経網のいずれにおいてもSOD1に対する明瞭
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な陽性所見を認めなかった。この結果は用いた二種類の抗SOD1抗体で共通して
いた。 
 DM症例の脊髄では、主として灰白質および白質の神経網に、大小の塊状また
は顆粒状のユビキチン陽性像が多数認められた。顆粒状の陽性像はグリア細胞
の細胞質内にも認められた（図1-4）。対照例1~3では微細なユビキチン陽性顆粒
をグリア細胞の細胞質内に多数認めたものの、神経網の塊状陽性像は認められ
なかった。対照例4では明瞭なユビキチン陽性像は認められなかった。検索した
全ての症例の脊髄で、TDP-43の発現は主に腹角ニューロンの核に局在しており、
細胞質内や細胞外の陽性顆粒や陽性凝集体は認められなかった（図1-5）。 
 iNOS陽性細胞はDM症例の脊髄で概ね灰白質に限局して認められ、症例1では
白質の一部に小型の陽性細胞を少数認めた。このような分布はDM症例の頸髄、
胸髄、腰髄のいずれにおいても同様であった。対照例の脊髄灰白質に明らかな
iNOS陽性像は認められなかった。 
 DM症例については、炎症細胞のマーカーや抗体・補体沈着についても検索し
た。その結果、CD3陽性T細胞は脊髄実質内の血管周囲でごく稀に認められたが、
CD20陽性B細胞は認められなかった。Iba1陽性のミクログリアは症例1の灰白
質・白質の全域で多数認められたが、症例2では少なかった。IgGよび補体C3は、
いずれの症例においても明らかな陽性像を認めなかった。 
 
蛍光二重染色 
 症例 1 の組織標本を用いて蛍光二重染色により SOD1、ユビキチン、iNOS の
局在を検討した。SOD1 はニューロフィラメント（NF）およびリン酸化ニュー
ロフィラメント（pNF）のいずれとも共局在せず、灰白質において一部の GFAP
陽性反応性アストロサイトの細胞質に局在が認められた。ユビキチンは NFおよ
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び pNFのいずれとも共局在しなかった。iNOS の発現は灰白質の GFAP 陽性細胞
に概ね限局しており、NF、pNFとの共局在は認められなかった。  
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考察 
 症例１および２の脊髄で認められた髄鞘の脱落、軸索の変性・脱落およびア
ストロサイトーシスは過去の DM の報告において記載された所見と一致してい
た。またこれらの病変の分布も、PWCのDMに関する報告と一致していたため、
両症例を病理組織学的に DM と診断した。 
 PWCのDM症例1および2の脊髄腹角ニューロンの細胞体では、重度のリポフス
チン沈着や色質融解といったALSに一般的な病変[Kusaka et al., 1988, Sasaki et al., 
1996]が高頻度にみられた。このうちリポフスチン沈着については症例と同等の
年齢の対照例においても重度に認められたことから、DMの病態に起因するもの
だけでなく、加齢性の変化も含まれると考えられた。一方で、このような疾患
非特異的な病変を除くと、いずれの症例でも腹角ニューロンは形態的変化に乏
しく、ヒトALSの最も特徴的な病変であるニューロン細胞体内のBunina小体や
SLIは認めなかった。またSOD1遺伝子変異をもつALS患者で特徴的なSOD1陽性
のLBHIやAst-HIも認めなかった。また、sALSやfALSのうちALS6（FUS遺伝子変
異）、ALS10（TDP遺伝子変異）などで認められるTDP-43の分布異常および凝集
体形成も認められず、この点ではALS1と一致していた。 
 PWCのDMに関する過去の報告[Awano et al., 2009]では脊髄腹角ニューロンに
SOD1陽性凝集物が観察されたが、今回検索したDM症例の腹角ニューロンでは
SOD1のび漫性陽性像は認められたものの凝集体の形成はみられなかった。加え
て、ニューロンの細胞体ではユビキチン陽性像もみられなかった。最近、SOD1
（c.118G>A）変異を有するDM症例では臨床ステージが進むにつれ脊髄に界面活
性剤不溶性のSOD1が蓄積されることや、この変異SOD1は野生型SOD1と同等の
SOD1活性を有すること、またin vitroでは変異SOD1が凝集性を有することが報告
されている[Crisp et al., 2013]。これらを考慮すると、今回DM症例のみに認めら
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れたニューロン細胞体内の顆粒状・び漫性のSOD1陽性像は、凝集過程にある変
異SOD1タンパク質である可能性が考えられた。また反応性アストロサイトにみ
られたSOD1の発現は、ROSを除去するため通常のSOD1の発現上昇を反映した
ものであると考えられる一方で、凝集物を形成する可能性もあると考えられた。 
 今回検索したDM症例の脊髄灰白質では、神経網にユビキチンの大型塊状陽性
像を多数認めた。このことから、異常なタンパク質の蓄積は、ニューロンの細
胞体よりむしろ神経突起で生じていると考えられた。しかし、ユビキチンは軸
索に存在する中間径フィラメントであるNF、pNFのいずれとも共局在せず、ま
たSOD1の免疫染色では神経網での陽性像を認めなかったことから、このユビキ
チン陽性物質がSOD1である可能性は低く、その本態の解明には至らなかった。
神経網・グリア細胞の細胞質内にみられた顆粒状のユビキチン陽性像について
は、症例と年齢が近い対照例1~3でも認められたため、加齢性変化と考えられた。
以上のことから、変異SOD1がPWCのDMの病態において凝集体を形成する可能
性がある一方で、変異SOD1を含まないタンパク質の異常凝集がDMの病態に関
与する可能性も考えられた。 
 ヒトにおいてはALS[Sasaki et al., 2000]を含む多くの神経変性疾患で、iNOSに
よるNOの過剰産生を介した酸化ストレスが病態に関与すること知られている
[Andersen et al., 2004]。今回検索したDM症例の脊髄では灰白質の反応性アストロ
サイトに明瞭なiNOSの発現を認めた。このような特徴的なiNOSの発現パターン
はALS患者[Phul et al., 2000, Sasaki et al., 2000]およびそのモデル動物である
SOD1トランスジェニックマウス[Almer et al., 1999, Lee et al., 2009]で報告された
ものに類似しており、アストロサイトによる酸化ストレスの増強はALSとDMに
共通する現象であると考えられた。一方、iNOSは炎症に伴い誘導されるが、今
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回検索したDM症例ではCD3陽性のT細胞浸潤やIgG、C3の沈着を欠くことから、
DMが炎症性疾患である可能性は非常に低いと推察された。 
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要約 
 ペンブローク・ウェルシュ・コーギー（PWC）におけるDMの病態を把握する
ため、脊髄灰白質の病理組織学的変化、酸化ストレス関連因子の発現および変
性タンパク質の蓄積について検索した。SOD1遺伝子にc.118G>Aの変異を持ち、
臨床的および病理組織学的にDMと診断されたPWCの2症例の脊髄病変部では、
ニューロンの細胞体に封入体や封入体様凝集物を認めなかったが、SOD1の陽性
像がび漫性に認められた。また病変部の神経網に塊状のユビキチン陽性像を認
めた。これらの所見から、DMの病態にはタンパク質分解系の異常が関与するが、
ニューロン細胞体よりむしろ突起における変化が主体であると考えられた。 
 一方、iNOSおよびSOD1の発現は主に灰白質の反応性アストロサイトに認めら
れた。本所見はiNOSによる酸化ストレスの増強や、反応性のSOD1の発現増強を
示唆するものであり、特にiNOSの発現はALSやSOD1トランスジェニックマウス
でも報告されている分布と類似していることから、PWCのDMでもALS同様に酸
化ストレスがその病態進行に関与していると推察された。 
  
表1-1:検索した症例の概要
犬種 性別 年齢 脊髄の病理学的診断 椎間板ヘルニア
SOD1.118 G>A
遺伝子変異
症例１ PWC オス 12y6m 変性性脊髄症 軽度(L1-2) ホモ接合体変異
症例２ PWC 去勢オス 14y6m 変性性脊髄症 軽度(L2-3,5-7) ホモ接合体変異
対照例１ ビーグル オス 12y4m 慢性圧迫性脊髄変性 重度（C3-4） なし
対照例２ ビーグル オス 11y 著変なし なし なし
対照例３ PWC 避妊メス 10y4m 著変なし なし ホモ接合体変異
対照例４ PWC 避妊メス 6y11m 著変なし なし ヘテロ接合体変異
y; year, m; month
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表1-2	 :	 用いた一次抗体
抗体 種類 認識細胞・構造 抗原賦活化 希釈倍率
GFAP rabbit, p アストロサイト なし  1:100
GFAP mouse, m アストロサイト
Citrate Buffer
（pH 6.0） pre-diluted
Iba1 rabbit, p ミクログリア
Citrate Buffer
（pH 6.0） 1:500
NF mouse, m
軸索
 (NF-L)
なし pre-diluted
pNF-H&M mouse, m - なし 1:1000
ubiquitin rabbit, p - なし
1:200 (IHC)
1:50 (IF)
SOD1 rabbit, p -
Citrate Buffer
（pH 6.0） 1:200
SOD1 rabbit, p -
Citrate Buffer
（pH 6.0）
1:2000 (IHC)
1:200 (IF)
TDP-43 rabbit, p -
Citrate Buffer
（pH 6.0） 1:500
iNOS rabbit, p -
Citrate Buffer
（pH 6.0）
1:200 (IHC)
1:30 (IF)
iNOS rabbit, p -
Citrate Buffer
（pH 6.0）
1:200 (IHC)
1:50 (IF)
CD3 rabbit, p T細胞
Citrate Buffer
（pH 6.0） 1:50
CD20 rabbit, p B細胞 なし 1:400
Dog IgG H&L rabbit, p -
Citrate Buffer
（pH 6.0） 1:300
Dog C3 rabbit, p -
Citrate Buffer
（pH 6.0） 1:50
販売元、製品番号
American Qualex, San Clemente, CA,
US, #A645BS / A645FS
Dako, Glostrup, Denmark,#Z0334
PROGEN Biotechnik, Heidelberg,
Germany, #65011
Wako Pure Chemical Industries, Osaka,
Japan, #019-19741
Dako, #N1591
Millipore, Billerica, MA, US,
#MAB1592
Dako, #Z0458
Assay Designs, Ann Arbor, MI, US,
#ADI-SOD-100
Abcam, Cambridge, UK, #ab13498
Proteintech Group, Chicago, IL, US,
#10782-2-AP
LIFESPAN BioSciences, Seattle, WA,
US, #LS-C88689
Abcam, #ab15323
Dako, #A0452
ICN Biomedicals, Inc., Aurora, OH, US
Thermo Scientific, Waltham, MA, US,
#RB-9013-P
 
  
 25 
図 1-1：症例 1。A：頸髄、B：胸髄、C：腰髄。LFB-HE染色。D-F：頸髄、背側
索。D：LFB-HE染色、E：ニューロフィラメント（NF）免疫染色、F：GFAP 免
疫染色。背索、背側索を中心に重度の髄鞘 （D）・軸索 （E）の変性・脱落を認
める。これらの変化は胸髄（B）で重度。病変部は重度のアストロサイトーシス
（F）を伴っている。 
 
 
図 1-2：DM 症例の脊髄腹角ニューロン（症例 1）。クリューバー・バレラ染色。 
細胞質内にリポフスチン沈着（A：黒矢頭）、色質融解（B：黒矢印）がみられる。
近傍のニューロン（白矢印）は正常。 
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図 1-3：胸髄、腹角側索境界部。SOD1 免疫染色。A：症例 1、B：症例 2、C：対
照例 1。DM 症例では腹角運動ニューロンにび漫性の SOD1 陽性像がみられる。
また、ニューロン以外の陽性細胞も散見される。 
 
 
図 1-4：頸髄腹角。ユビキチン免疫染色。A：症例 1、B：症例２、C：対照例 1。
対照例 1では、神経網に顆粒状のユビキチン陽性像が認められるのに対し、DM
症例では神経網に大型塊状の陽性像を認める。 
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図 1-5：頸髄腹角。TDP-43免疫染色。A：症例 1、B：症例 2、C：対照例 1。TDP-43
の発現はいずれにおいても腹角ニューロンの核内に局在し、細胞質内、神経突
起には発現を認めない。 
 
 
 
図 1-6：胸髄、腹角側索境界部。iNOS 免疫染色。A：症例 1、B：症例 2、C：対
照例 1。DM 症例では主に灰白質の運動ニューロン周囲に iNOS 陽性の細胞を多
見する。白質にも一部陽性細胞を認める。対照例では明瞭な陽性像を認めない。 
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図 1-7：症例 1の頸髄腹角。蛍光二重染色。A-C：SOD1(A；赤)、NF,（B；緑）、
SOD1 / NF （C）。D-F：SOD1（D；赤）、GFAP（E；緑）、SOD1 / GFAP （F）。
G-I：iNOS（G；赤）、GFAP（H；緑）、iNOS / GFAP （I）。SOD1 と NFは共局
在しない。灰白質 GFAP 陽性の反応性アストロサイトは SOD1 および iNOS に陽
性。 
  
第 2章 
ペンブローク・ウェルシュ・コーギーの変性性脊髄症の 
脊髄に見られたニューロン脱落と GLT-1 の発現低下
序 
 グルタミン酸は、中枢神経系における最も主要な興奮性伝達物質である。細
胞外の余剰なグルタミン酸を細胞内に取り込む興奮性アミノ酸トランスポータ
ー（Excitatory amino acid transporters, EAATs）のうち、アストロサイトの細胞膜
上に発現するグルタミン酸トランスポーター１（glutamate transporter-1, GLT-1 ; 
EAAT2）およびグルタミン酸／アスパラギン酸トランスポーター
（glutamate/aspartate transporter, GLAST ; EAAT1）は、シナプス間隙のグルタミン
酸取り込みの大部分を担っている。一方、アストロサイトおよびオリゴデンド
ロサイトが発現するグルタミン合成酵素（glutamine synthetase, GS）は、グルタ
ミン酸とアンモニアからグルタミンを合成し、グルタミン酸濃度の維持に重要
な役割を果たしている[D’Amelio 1990]。この一連のサイクルをグルタミン・グ
ルタミン酸サイクルと呼び、これによりシナプス間隙の興奮性アミノ酸濃度の
恒常性が維持されている。 
 グルタミン・グルタミン酸サイクルの破綻により生じる高濃度のグルタミン
酸への暴露は、細胞内への過剰なカルシウムイオンの流入を介してニューロン
に毒性を示す。これを興奮毒性と呼ぶ。運動ニューロンは特にグルタミン酸受
容体を多く発現するため興奮毒性に脆弱であることが知られており[Carriedo et 
al., 1996, Van Den Bosch et al., 2000]、これが ALS 病態の主要な変化のひとつであ
る運動ニューロン脱落の要因であると考えられている。GLT-1の発現低下はALS
症例および複数種の SOD1 トランスジェニックマウス（ALS モデルマウス）で
報告されており[Bruijn et al., 1997, Howland et al., 2002, Pardo et al., 2006, Rotherin 
et al., 1992 and 1995]、ALS1 を含む ALS の病態進行に関与することが強く疑われ
ている。さらに、このことは ALS における運動ニューロン脱落が非細胞自律的
であることを支持している。 
 ALS 患者の脊髄における主要な変化は運動ニューロンの変性および脱落であ
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る。脱落は大型の運動ニューロンから始まり、末期例では小型ニューロンの脱
落もみられるようになる。すなわち、病期が進むにつれ腹角ニューロンの大き
さの平均は小さくなると考えられる。第一章の結果から、イヌの DM の腹角ニ
ューロンの病理学的変化は必ずしも ALS とは一致せず、むしろ形態的には正常
に近いことが明らかとなった。また、これまでイヌの DM における腹角ニュー
ロンの脱落は ALSのように顕著ではないとみなされてきたが[Crisp et al., 2013]、
実際には腹角ニューロンの脱落を定量的に評価した報告はない。これらを併せ
て考えると、イヌの DMの ALSモデル疾患としての有用性を検討するためには、
病態の主要な要素であるニューロン脱落についての検討が必須である。加えて、
ニューロン以外の細胞種における変化についても精査すべきである。 
 本章では、ALS でみられる腹角ニューロンの脱落やその原因となりうる興奮
毒性がイヌの DM にも存在するか否かを調べるため、PWC の DMにおける脊髄
腹角ニューロンの脱落パターンを評価するとともに、興奮毒性に関連する主要
な因子である GLT-1、GLAST および GS の発現変化について検討した。 
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材料と方法 
症例・材料 
 神経症状を呈さず、脊髄に著変を認めないビーグル 6例（症例 1~6、1~14歳、
詳細な年齢が不明の症例を含むため平均年齢不明）、神経症状を呈さず、脊髄に
著変を認めない PWC の 5 例（non-DM PWC、症例 7~11、6~11 歳齢、平均 8.9
歳）および病理学的に DM と診断された PWC の 5 例（DM、症例 12~16、9~14
歳、平均 12.3歳）を用いた。症例の概要は表 2-1に示した。頸髄（症例 C5、症
例 13 は C7）、胸髄（T5）、腰髄（L3、症例 13 は L5）を検索に用いた。症例 5
では頸髄〜胸髄、症例 11 では胸髄の一部、症例 15 では尾側胸髄〜腰髄のみが
使用可能であった。なお、検索した部位は表 2-1 にまとめて示した。症例 13 の
脊髄組織は岩手大学獣医病理学研究室、症例 16の脊髄組織は麻布大学獣医病理
学研究室より供与された。これ以外の材料は 2009 年度から 2012 年度に東京大
学獣医病理学研究室で病理診断を行った症例の脊髄を使用した。 
 
SOD1 c118. G>A （E40K）変異の遺伝子型検査 
 各症例のゲノムDNAはパラフィン包埋後組織（肝臓、脾臓または脊髄）から
DNA Isolator PS Kit （和光純薬）を用いてメーカーのプロトコルに従い抽出した。
以下、第一章と同様に報告されているリアルタイムPCR法を用いて各色素の蛍光
強度の増幅曲線を描出することにより遺伝子型を決定した[Chang et al., 2013]。
この操作は鹿児島大学の大和修先生に依頼した。 
 
病理組織学・免疫組織化学・蛍光二重染色 
  各症例の脊髄組織を 10％リン酸緩衝ホルマリンで固定し、常法に従い 4 μm
の厚さでパラフィン切片を作製した。この切片を脱パラフィンした後、ヘマト
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キシリン・エオジン（HE）染色、ルクソール・ファスト・ブルー （LFB） 染
色および免疫組織化学に使用した。 
 免疫組織化学に用いた一次抗体を表 2-2 に示した。脱パラフィンした切片につ
いて、表に示した条件でオートクレーブにより 120℃で 10 分間の抗原賦活化を
行った。全ての切片を３％過酸化水素・メタノール溶液で室温 5 分間処理して
内因性ペルオキシダーゼを不活化し、ブロッキング溶液（8%スキムミルク・TBST）
で 37℃、40分間処理して非特異反応を抑制した後、ブロッキング溶液で希釈し
た一次抗体と 4℃で一晩反応させた。Envision polymer （Dako, Glostrup, Denmark）
法により二次抗体と 37℃で 40分間反応させた。発色には 0.05 % DAB （Dojindo 
Laboratories, 熊本）に 0.1%になるよう H2O2（和光純薬, 大阪）を添加して使用
した。核染色にはヘマトキシリンを用いた。 
 腹角運動ニューロンは、中間外側核を含まない脊髄腹角に認められる
βIII-tubulin陽性かつニューロンの形態的特徴をもつ短径が15μm以上の細胞とし
て定義し、各症例の頸髄、胸髄、腰髄の切片でこれらの細胞について短径を測
定し、細胞数を数えた。 
 蛍光二重染色は上記免疫組織化学と同様に抗原賦活化を行い、切片を一次抗
体と反応させた後、TBST を用いて洗浄した後、もう一方の一次抗体と反応させ
た。用いた一次抗体を表 2-2に示した。その後、TBSTで希釈したフルオレセイ
ンイソチオシアネート（FITC）標識抗マウス IgG抗体（1:100 希釈、Invitrogen Life 
Technologies, Paisley, UK）と Alexa 594 標識抗ウサギ IgG 抗体（1:100、Vector 
Laboratories, Burlingame, CA, US）の混合液と室温で１時間反応させた。その後、
封入剤（Vector Laboratories）で封入後、蛍光顕微鏡 DMI3000B（Leica Microsystems, 
Wetzlar, Germany）を用いて観察した。 
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半定量的データ解析 
 脊髄標本のルーペ像は Nikon COOLSCAN IV ED（Nikon Imaging, 東京）を用
いてスキャンし、顕微鏡像（組織像）は Nikon DXM1200F デジタルカメラおよ
び ACT-1ソフトウェア（Nikon Instruments, 東京）を用いて撮影した。画像解析
は National Institutes of Health （NIH） Image J ソフトウェア（NIH, Bethesda, MD, 
US）を用いて行った。すなわち、カラーチャネルを RGB 8-bit イメージに分離
し、閾値（threshold）を下限値 0、上限値 200 に設定し、この間の領域を陽性面
積とした。シナプトフィジンおよび GLT-1 の免疫染色陽性領域は灰白質全体の
面積中の比率として算出した。GLAST については、脊髄腹角、背角、側索のそ
れぞれおいて無作為に抽出した正方形（1000×1000 pixels）の 6領域（片側 3領
域）における陽性面積率を算出し、平均値を算出した。GS については、脊髄腹
角から無作為に抽出した正方形（1000×1000 pixels）の 6領域（片側 3領域）に
おける陽性細胞を数え、平均値を算出した。 
 得られた結果は、平均値±標準誤差で示し、多重比較法の一元配置分散分析
（one-way ANOVA）における Scheffe’s F test を用いて検定し，p < 0.05 のとき統
計学的に有意であると判断した。 
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結果 
SOD1遺伝子検査 
 検索した症例のうち、全てのDM症例（症例12~16）とnon-DM PWCの5例中3
例（症例7、8、10）がSOD1遺伝子に118G>Aのホモ接合体変異を有していた。
他のnon-DM PWC（症例9、11）はヘテロ接合体変異を有していた。検索した全
てのビーグル（症例1~6）にこの変異は認められなかった。 
 
病理組織学 
 ビーグル（症例 1~6）および non-DM PWC（症例７~11）の脊髄には病理組織
学的な著変を認めなかった（図 2-1）。症例 12 および 13 の病理組織学的特徴は
すでに第一章で示した。同様の白質における軸索の変性脱落、髄鞘の脱落は症
例 14~16 でも広範に認められた（図 2-1）。病変の程度は症例により異なり、症
例 14と 15 で最も重度であった。症例 16では軽度で、頸髄には著変を認めなか
った。GFAP 陽性アストロサイトの増生は軸索・髄鞘の脱落の程度に応じて認め
られた。Iba-1 陽性ミクログリアの増生は白質および灰白質の全体で認められ、
特に症例 12 と 15 で顕著であった。髄鞘脱落と軸索の変性は症例 14 と 15 の脊
髄腹根で重度であったが、他の DM 症例では軽度であった。 
 ニューロンの細胞体における多量のリポフスチン沈着は全ての DM 症例で高
頻度に認められ、non-DM PWC の症例 8、9、10およびビーグルの症例 3におい
て軽度であった。大型運動ニューロンの色質融解は DM 症例の頸髄、胸髄、腰
髄において認められ、特に症例 12 と 14 では高頻度であった。細胞質内封入体
やアポトーシス小体はいずれの症例にもみられなかった。ユビキチン陽性像は
変性ニューロンおよび神経網に認められたが、生存ニューロンの細胞体内には
認められなかった。 
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腹角ニューロンの大きさ、細胞数 
 腹角における βIII-tubulin 陽性ニューロン数は DM 症例で、non-DM PWC およ
びビーグルのそれぞれと比較して胸髄および腰髄で有意に少なかった（図 2-2、
表 2-3）。DM 症例の腹角では大型のニューロンと小型のニューロンのいずれも
が生存しており（図 2-2）、3群間でニューロンの大きさの平均に有意な差は認め
られなかった（図 2-3）。 
 
活性型 caspase 3の発現 
 活性型 caspase 3 の免疫染色では、いずれの群においても脊髄腹角でニューロ
ンの細胞体内に細糸状または顆粒状の陽性像がみられた（図 2-3）。これを陽性
細胞とし、その数を数えたところ、DM で少ない傾向がみられたものの 3群間で
有意な差は認めなかった。またこの陽性細胞数を上記ニューロン数で除した値
にも 3群間で有意な差を認めなかった。 
 
シナプトフィジンの発現 
 脊髄灰白質に占めるシナプトフィジンの陽性面積率は、non-DM PWC および
ビーグルと比較して DM 症例で有意に低く、特に腹角では染色性の顕著な低下
が認められた（図 2-4）。シナプトフィジンの発現は症例 1、2、7および 12では
検出できなかった。 
 
GLT-1、GLAST、GS の発現 
 GLT-1 の発現は、ビーグル、non-DM PWC で脊髄灰白質の全体で認められ、
背角および腹角のニューロン周囲で最も強かった。DM 症例では、他の 2群と比
較して頸髄、胸髄、腰髄のいずれにおいても GLT-1 染色性の低下が認められ、
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特に胸髄、腰髄で低下が顕著であった（図 2-5）。蛍光二重染色（図 2-6）の結果、
GLT-1陽性域はニューロン周囲に GFAP 陽性の突起に接して認められた。この陽
性像は βIII-tubulin 陽性の大型ニューロンの周囲にシナプトフィジン陽性部位を
取り巻くように存在していたが、DM 症例では全体に発現が低下していた。一方
で、DM 症例の灰白質にみられた GFAP 陽性大型細胞（反応性アストロサイト）
の表面は GLT-1陰性であった。 
 GLAST に対する免疫組織化学の結果、DM 症例と他の 2 群の間でその発現に
有意な差は認められなかった（図 2-7）。蛍光二重染色の結果、GLAST の発現は、
白質および灰白質において GFAP と共局在していたが、白質のグリオーシスを
構成する GFAP 陽性線維および灰白質の GFAP 陽性反応性アストロサイトは
GLAST 陰性であった。 
 ＧS 陽性細胞は灰白質で多数認められ、灰白質との境界に近い白質で少数認め
られた（図 2-8）。蛍光二重染色の結果、GS 陽性細胞はほとんどが GFAP 陰性、
Olig2陽性のオリゴデンドロサイトで、少数は GFAP 陽性のアストロサイトであ
った。DM 症例では単位面積当たりの GS 陽性細胞数が Non-DM PWC およびビ
ーグルと比較して、僅かに少ない傾向があったが、統計学的には有意差を認め
なかった。 
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考察 
 今回検索した PWCは高率に SOD1 遺伝子の変異を有し、このうち DM 症例は
全てホモ接合体変異を有していた。国内の PWC に SOD1 遺伝子変異が高率に存
在していることは既に報告されている[Chang et al., 2013]が、今回の結果はこれ
を支持するものであった。 
 今回検索した DM 症例（症例 12~16）の病理組織学的所見は、これまでのイ
ヌ DM の報告[Coates et al., 2007, March et al., 2009., Miller et al., 2009]に一致し、
またその病変分布は PWC の DM の報告[Coates et al., 2007, March et al., 2009, 
Shelton et al., 2012]に一致していた。 
 今回検索したＤＭ症例ではシナプトフィジンの有意な発現減少が認められた
ことから、ＤＭでは神経変性の過程でシナプスも減少すると考えられた。ヒト
ALSにおいても同様にシナプトフィジンの発現低下を示した報告が複数あり
[Ikemoto et al., 1994, Ince et al., 1995, Sasaki and Maruyama, 1994
1, 2
, Zang et al., 
2005]、シナプスの減少はDMとALSとに共通する所見と思われた。本章で検索し
たいずれの症例においても、第一章の検索例と同様、残存ニューロンにおける
封入体形成やユビキチン陽性物質の凝集は認められなかった。しかしDM症例で
は他の2群と比較して、腹角ニューロン数が顕著に減少しており、特に臨床症状
が重度であった症例13と15で顕著であった。一方で残存ニューロンの大きさは
DM症例の脊髄腹角においても短径が30 μm以上のニューロン、一部では50 μm以
上のニューロンが残存していることが分かった。また、DM症例、non-DM PWC、
ビーグルの3群間にはニューロン短径の平均値に差を認めなかった。このことか
ら、腹角ニューロンの脱落は大型運動ニューロンに限らず、全てのニューロン
で非選択的に起こっているものと考えられた。一方で、ALS1を含め、ヒトALS
では脊髄腹角ニューロンは小径であることが報告されており[Kiernan et al., 
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1991]、大型ニューロンの選択的萎縮あるいは脱落が起こっていると推測されて
いる。したがって、ALSとイヌのDMとでは腹角ニューロンの脱落形式が異なっ
ていると推測される。また、これらのニューロンにアポトーシス小体は認めら
れず、活性型caspase 3陽性細胞率にも3群間で差がなかった。ALSにおけるニュ
ーロンの脱落にアポトーシスが関与しているかについては未だ議論があるが
[Sobue et al., 1990, Martin et al., 2011, Winslow and Rubinszten, 2008, Won et al., 
2002]、今回の結果から、イヌのＤＭではニューロンの脱落にアポトーシスが関
与する可能性は低いと考えられた。 
 今回の検索で観察されたビーグルとnon-DM PWCの脊髄におけるGLT-1の発
現分布は正常のヒト、ラット、マウスで報告されている分布に類似していた[Fray 
er al., 1998., Milton et al., 1997., Rauen et al., 1994]。またGLT-1の発現低下がALS患
者およびALSモデルマウスで病態発症後にみられることも知られている[Bruijn 
et al., 1997, Howland et al., 2002, Rothstein et al., 1995]。GLT-1の発現が低下した結
果、グリア細胞表面で細胞間隙グルタミン酸の除去が十分に行われず、これが
運動ニューロンの興奮毒性をもたらすと考えられている[Rothstein et al., 1996]。
今回のDM症例にもGLT-1の発現低下が認められたことから、ALS患者および
SOD1トランスジェニックマウスと同様、DM罹患犬でもGLT-1の発現低下が運動
ニューロンの興奮毒性の原因となる可能性が示唆された。またSOD1変異を有す
るnon-DM PWCと変異がないビーグルの間でGLT-1の発現レベルに差が認めら
れなかったことから、GLT-1の発現低下は発症後に生じる二次的な現象であり、
さらに病態の増悪因子にもなりうると考えられた。また、GLASTの発現レベル
に3群間の全ての部位で差を認めなかったことから、イヌのDMでは2つのトラン
スポーターのうち、GLASTではなくGLT-1のみが興奮毒性の原因となると推察さ
れた。 
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 iNOSの誘導によるNOの過剰産生がGLT-1を介したグルタミン酸の取り込み活
性と興奮毒性に関連するとの報告が複数ある[Ida et al., 2008, Rao et al., 2004]。 
第一章で示したように、DM症例では灰白質の反応性アストロサイトでiNOS発現
が認められており、このことからDM症例の脊髄でもアストロサイトによるNO
産生とグルタミン酸取り込みに何らかの関連があると推察された。 
 今回の検索ではイヌにおいてGSはアストロサイトとオリゴデンドロサイトに
局在していた。この発現分布はこれまでネコ、ラットで報告された分布に一致
していた[D’Amelio et al., 1990, Tansey et al., 1991] 。DM症例で他の2群と比較し
てGS陽性細胞数のわずかな減少がみられたが、有意差は認めなかった。GSの中
枢神経系の発現変化に関しては、他の神経変性疾患の患者では報告があるもの
の[Smith et al., 1991]、ALS患者においては血球中の発現変化に関する報告しかな
い[Bos et al., 2006]。またある種の SOD1トランスジェニックマウスでは、脊髄
におけるGSの発現と活性に変化が認められないことも報告されている[Fray et 
al., 2001]。ALSとDMの両疾患におけるGS発現の役割は未だ明らかではないが、
今回の結果からGSの発現変化が病態に与える意義は少ないと考えられた。 
 以上のことから、DM症例の脊髄では、ALSと同様、GLASTではなくGLT-1の
発現低下によるグルタミン・グルタミン酸サイクルの障害に起因する興奮毒性
が脊髄腹角ニューロンの顕著な脱落に関与していると考えられた。一方で、DM
ではALSとは異なり、腹角ニューロンは非選択的に脱落することから、細胞死に
至る細胞内のメカニズムについてはDMとALSとで異なっていると推察された。 
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要約 
 イヌDMはfALSの自然発症動物モデルとして期待されているにも関わらず、こ
れまでその腹角ニューロンの脱落を詳細に検討した報告はない。ALSでは、グル
タミン・グルタミン酸サイクルの異常による細胞間の過剰なグルタミン酸によ
る興奮毒性が運動ニューロン脱落に寄与すると考えられている。そこで、SOD1
遺伝子変異を伴うPWCのDM症例5例、DMに罹患していないPWC 5例、対照例と
してビーグル6例について、腹角ニューロンの脱落様式およびグルタミン・グル
タミン酸サイクルで主要な役割を担うグリア細胞性興奮性アミノ酸トランスポ
ーター（GLT-1、GLAST）の発現レベルを検索した。DM症例の腹角ニューロン
は対照の2群と比較して平均サイズに差を認めないものの、その数は有意に少な
かった。また顕著なシナプス脱落もみられた。各群でニューロンのアポトーシ
スを示す形態的特徴はみられず、活性型caspase 3の陽性率にも差はなかった。さ
らに、DM症例ではGLT-1の発現の著しい発現低下がみられたが、GLASTの発現
には各群で差を認めなかった。これらの結果から、アストロサイト膜上のGLT-1
発現低下がDMとALSとで同様にみられるものの、神経細胞の脱落メカニズムは
DMとALSとで相違があると推察された。
 C T L
1 ビーグル メス 記載なし − − + + + なし
2 ビーグル メス 記載なし − − + + + なし
3 ビーグル メス 14y − − + + + なし
4 ビーグル メス 6y − − + + + なし
5 ビーグル メス 6y − − + + − なし
6 ビーグル メス 8y − − + + + なし
7 PWC 避妊メス 6y11m − − + + + ホモ接合体変異
8 PWC 避妊メス 10y4m − − + + + ホモ接合体変異
9 PWC 避妊メス 11y2m − − + + + ヘテロ接合体変異
10 PWC オス 6-7y − − + + + ホモ接合体変異
11 PWC 去勢オス 11y3m − − − + − ヘテロ接合体変異
12 PWC オス 12y6m 3y
HLW,
FLW, DU
+ + + ホモ接合体変異
13 PWC 去勢オス 14y6m 2y5m TP, DU, RD + + + ホモ接合体変異
14 PWC 避妊メス 12y2m 2y7m TP, DU, RD + + + ホモ接合体変異
15 PWC 避妊メス 9y6m 2y9m TP, DU, RD − − + ホモ接合体変異
16 PWC オス 13y 4m HLW + + + ホモ接合体変異
変性性脊髄症
変性性脊髄症
変性性脊髄症
変性性脊髄症、
Ｂ細胞性リンパ腫
（脾臓）
y; year, m; month,   HLW; hindlimb weakness（後肢不全）,  FLW; forelimb weakness（前肢不全）, TP;
tetraplagia（四肢麻痺）,  DU;  dysurea（排尿障害）,  RD; respiratory dysfunction（呼吸困難）,  C; cervial 5
- 7, T; thoracic 5, L; lumbar 3 - 5, ND; no data
なし
Ｔ細胞性リンパ腫
（多発性）
変性性脊髄症
なし
なし
記載なし
なし
なし
糸球体腎炎
炎症性筋症
炎症性筋症
組織球性肉腫
（脳）
表2-1：症例の概要
犬種 性別 年齢 罹病期間
検索した部位 SOD1(118G>A,
p.E40K)
遺伝子変異
DMの臨床
症状 剖検主診断
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抗体名 抗原 種類 認識細胞・構造 抗原賦活化 希釈倍率 販売元、製品番号
GFAP
GFAP isolated from
cow spinal cord
Rabbit, p
アストロサ
イト なし  1:1000
Dako, Glostrup,
Denmark, #Z0334
GFAP
intermediate
filament
cytoskeleton from
cultured human
glioma cells
Mouse, m
(GF 12.24)
アストロサ
イト
Citrate Buffer
（pH 6.0）
pre-
diluted
PROGEN Biotechnik,
Heidelberg, Germany,
#65011
Iba1 C-terminous of Iba1 Rabbit, p
ミクログリ
ア
Citrate Buffer
（pH 6.0） 1:500
Wako Pure Chemical
Industries, Osaka, Japan,
#019-19741
NF
neurofilament
purified from
human brain
Mouse, m
(2F11)
軸索  (NF-
L)
なし
pre-
diluted
Dako, #N1591
bIII-tubulin
peptide
corresponding to
the C-terminus  of β
III-tubulin
Mouse, m
(5G8)
ニューロン
Citrate Buffer
（pH 6.0） 1:2000
Promega corporation,
Madison, WI, USA,
#G712A
synaptophysin
crude fractions of
coated vesicles
from bovine brain
Mouse, m
(SY38)
シナプス小
胞
Target retrieval
solution, pH 9.0
1:30 Dako, #M0776
Olig2
Recombinant
mouse Olig-2
Rabbit, p
オリゴデン
ドロサイト
Target retrieval
solution, pH 9.0
1:200
Millipore,Billerica, MA,
#AB9610
ubiquitin
ubiquitin isolated
from cow
erythrocytes
Rabbit, p - なし 1:200 Dako, #Z0458
ACTIVE®
caspase-3
Peptide derived
from the p17
fragment of
caspase-3
Rabbit, p -
Citrate Buffer
（pH 6.0） 1:200 Promega
EAAT1
(GLAST)
synthetic MAP of
C-terminal region
of canine GLAST
Rabbit, p -
Citrate Buffer
（pH 6.0）
1:300
(IHC),
1:75 (IF)
(Sato et al., 2000)
EAAT2
 (GLT-1)
C-terminal aa
residue of rat GLT
Rabbit, p -
Citrate Buffer
（pH 6.0）
1:1000
(IHC),
1:300 (IF)
Wako Pure Chemical
Industries, #015-16421
GS
Sheep Glutamine
Synthetase aa.1-373
Mouse,
m (6/GS)
-
Target retrieval
solution, pH 9.0
1:300
BD Biosciences, San
Jose, CA, USA,  #610518
表2-2：用いた一次抗体
 GFAP: glial fibrillary acidic protein,  Iba1: ionized calcium-binding adapter molecule 1, NF: neurofilament,
Olig2:oligodendrocyte transcription factor 2, EAAT: excitatory amino acid transporter, GLAST: glutamate/aspartate
transporter, GLT-1: glutamate transporter 1, GS: glutamine synthetase,   m: monoclonal, p: polyclonal
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Beagle Non-DM PWC DM
size (µm) 25.0 ± 1.5 25.1 ± 0.2 25.4 ± 2.3
number 76.5 ± 14.6 85.5 ± 13.2 52.0 ± 11.1
size (µm) 21.9 ± 0.7 22.7 ± 1.1 23.7 ± 1.4
number 25.5 ± 4.7 31.2 ± 5.5 12.5 ± 3.4 *†
size (µm) 27.0 ± 0.8 25.0 ± 0.7 25.6 ± 1.7
number 83.2 ± 18.8 99.5 ± 10.8 32.1 ± 8.3*†
Mean ± SE,  p < 0.05, DM vs  *non-DM PWC or †beagle
表2-3 : ビーグル、non-DM PWCおよびDM症例の腹角におけるβIII-tubulin陽性
ニューロンの平均サイズのおよび細胞数。
Cervical
Thoracic
Lumbar
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図 2-1：症例の脊髄病変。 
A-D：対照ビーグル、症例 4、胸髄（T5）、E-H：non-DM PWC、症例 10、胸髄
（T5）、I-L：DM 症例、症例 14、胸髄（T5）。A, E, I：LFB-HE染色、B, F, J：ニ
ューロフィラメント免疫染色、C, G, K：GFAP 免疫染色、D, H, L：Iba-1免疫染
色。DM 症例では白質で全周性の顕著な髄鞘脱落（I）、白質における軸索の顕著
な変性・脱落（J）、GFAP 陽性のアストロサイト（K）と Iba1陽性のミクログリ
ア（L）の増生を認める。他の 2群では著変を認めない。 
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図2-2：脊髄腹角ニューロンの大きさと数の変化。 
A-C：βIII-tubulin陽性腹角ニューロン。A：対照ビーグル、症例2、胸髄（T5）、B：
non-DM PWC、症例9、胸髄（T5）、C：DM症例、症例14、胸髄（T5）。D：症例
1-6（ビーグル、淡灰色のドット）、症例7-11（non-DM PWC、灰色のドット）、
症例12−16（DM、黒色のドット）の頸髄、胸髄、腰髄のβIII-tubulin陽性ニューロ
ンの神経細胞体の短径の散布図。水平の線は各例における平均を示す。DM症例
でも短径30μm以上の細胞が残存する。ND：検索せず。 
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図2-3：活性型caspase 3 免疫染色。 
A：対照ビーグル、症例２、胸髄（T5）腹角ニューロン。B：non-DM PWC、症
例8、胸髄（T5）、腹角ニューロン。C：DM症例、症例２、胸髄（T5）、腹角ニ
ューロン。D, E：活性型caspase 3陽性細胞数（D）および腹角ニューロン数に占
める陽性細胞の割合（E）。症例1-6（ビーグル、淡灰色）、症例7-11（non-DM PWC、
灰色）、症例12−16（DM、黒色）。陽性細胞数および陽性細胞率のいずれにも3
群間で有意な差は認められない。 
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図2-4：シナプトフィジン免疫染色。 
A：対照ビーグル、症例2、胸髄（T5）。B：Aの腹角の強拡大像。C：non-DM PWC、
症例8、胸髄（T5）。D：Cの腹角の強拡大像。E：DM、症例14、胸髄（T5）。F：
Eの腹角強拡大像。G：頸髄、胸髄、腰髄の灰白質に占めるシナプトフィジン陽
性部位の面積比率。症例1-6（ビーグル、淡灰色）、症例7-11（non-DM PWC、灰
色）、症例12−16（DM、黒色）。DM症例の脊髄では他の2群と比べてシナプトフ
ィジン染色性の顕著な低下が認められる。*p < 0.05 
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図2-5：GLT-1免疫染色。 
A：対照ビーグル、症例5、胸髄（T5）。B：Aの腹角の強拡大像。C：non-DM PWC、
症例8、胸髄（T5）。D：Cの腹角の強拡大像。E：DM、症例12、胸髄（T5）。F：
Eの腹角強拡大像。G：頸髄、胸髄、腰髄の灰白質に占めるGLT-1陽性部位の面
積比率。症例1-6（ビーグル、淡灰色）、症例7-11（non-DM PWC、灰色）、症例
12−16（DM、黒色）。DM症例の脊髄では他の2群と比べてGLT-1染色性の顕著な
低下が認められる。*p < 0.05 
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図2-6：GLT-1とGFAP、βIII-tubulin、シナプトフィジンとの蛍光二重染色。 
A-C：対照ビーグル、症例６、頸髄腹角。D-F：non-DM PWC、症例 9、頸髄腹
角。G-I：DM、症例 14、頸髄腹角。A, D, G：GLT-1（赤）および GFAP（緑）、
B, E, H：GLT-1（赤）および βIII-tubulin（緑）、C, F, I：GLT-1（赤）およびシ
ナプトフィジン（緑）。ビーグルと non-DM PWC では GLT-1の発現はニューロ
ンの細胞体（*で示す：B, E, Hでは緑色の胞体）と GFAP 陽性突起の間（アスト
ロサイト膜上、矢頭）にシナプトフィジン陽性構造（シナプス、C, Fの緑色の
構造）を取り巻くように発現が見られる。一方、DM 症例では膨化アストロサイ
ト（G：GFAP 陽性細胞、矢印）には GLT-1の発現を認めない。 
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図2-7：GLAST免疫染色。 
A：対照ビーグル、症例4、胸髄（T5）腹角。B：non-DM PWC、症例7、胸髄（T5）
腹角。C：DM、症例13、胸髄（T5）腹角。D：頸髄、胸髄、腰髄それぞれの腹
角、背角および側索の一定面積に占めるGLAST陽性面積比率。症例1-6（ビーグ
ル、淡灰色）、症例7-11（non-DM PWC、灰色）、症例12−16（DM、黒色）。3群間
でGLASTの陽性部位の面積率に有意な差は認められない。dh : dorsal horn, vh : 
ventral horn, lf : lateral funiculi。 
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図2-8：GS免疫染色。 
A：対照ビーグル、症例4、胸髄（T5）腹角。B：non-DM PWC、症例9、胸髄（T5）
腹角。C：DM、症例13、胸髄（T5）腹角。D：頸髄、胸髄、腰髄それぞれの腹
角の一定面積に占めるGS陽性細胞数。症例1-6（ビーグル、淡灰色）、症例7-11
（non-DM PWC、灰色）、症例12−16（DM、黒色）。3群間でGS陽性細胞数に有意
な差は認められない。 
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第 3章 
ペンブローク・ウェルシュ・コーギーの変性性脊髄症の脊
髄におけるオートファジー関連因子の発現検索
  
 54 
序 
 オートファジー（マクロオートファジー）はユビキチン・プロテアソーム系
（UPS）以外で最も主要な細胞質内のタンパク質分解系（自己分解経路）である。
その主要な機能は細胞の栄養飢餓状態の際の自己代謝によるアミノ酸供給で、
飢餓状態の他に小胞体ストレス、酸化ストレス、低酸素、興奮毒性および感染
によっても活性化され、誘導的オートファジーと呼ばれる[Levine and Kroemer, 
2008]。他方、栄養豊富な状態でも恒常的に低いレベルで維持されているオート
ファジーを定常的オートファジーと呼び、異常タンパク質の蓄積を防ぐことで
細胞内の恒常性維持および細胞の生存に寄与している[Uchiyama et al., 2008]。定
常的オートファジーの活性は加齢とともに減弱すると考えられている[Levine 
and Kroemer, 2008]。 
 オートファジーによる分解は、Beclin 1 を含む Vps34 PI3 キナーゼ複合体を介
して誘導され、Atg12-Atg5-Atg16L 結合体の形成を経て二重の隔離膜を形成し、
その後、隔離膜がアダプタータンパク質（カーゴレセプター）である
p62/A170/Sqstm１(p62)や neighbor of BRCA gene 1 （NBR1）の介在で分解の対象
物である細胞小器官や変性タンパク質、リポフスチンなどの消耗色素を取り囲
み、Microtubule-associated protein light chain（LC3）-Iから LC3-II への変換を経
てオートファゴソームが形成される。これがライソゾームと融合してオートラ
イソゾームとなり、消化・分解される。LC3 はオートファゴソームまたはオー
トライソゾーム（両者をあわせてオートファジー小胞と呼ぶ）のマーカーとな
る[Mizushima et al., 2010]。 
 近年、神経変性疾患など様々な疾患に於けるオートファジー、特に定常的オ
ートファジーの異常が徐々に明らかになっており、アルツハイマー病、ハンチ
ントン病、パーキンソン病ばかりでなく、ALS の病態機序に関してもオートフ
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ァジーの関与が指摘されている[Chen et al., 2012, Nassif and Hetz, 2012, Nixon, 
2013]。sALS 患者の脊髄を用いた研究では、腹角ニューロンにおける LC3 陽性
像、skein-like inclusion や round bodyの p62 陽性像が認められること、および変
性腹角ニューロンの超微形態的観察により多数のオートファゴソームが認めら
れることが報告されている [Sasaki, 2011]。これらの研究から、ALS では凝集物
や封入体がオートファジーの対象であるとともに、オートファジーの活性低下
がこれらを形成する原因となっていることが推察される。一方、ALS のモデル
である SOD1G93A トランスジェニックマウスでは、発症後の脊髄における LC3 
[Morimoto et al., 2007]や p62 [Gal et al., 2009] の異常蓄積や、隔離膜形成を促進に
よるニューロン脱落の早期化[Zhang et al., 2011] が報告されている。これらのこ
とから、ALS 病態においては隔離膜形成の亢進や、ライソゾームによる分解能
を越えた過剰なオートファジー小胞の形成・蓄積が増悪因子になると推察され
る [Chu, 2006]。 
 第一章および第二章の結果から、PWC の DM 症例の脊髄では封入体形成はな
く、ニューロンの脱落パターンも ALS と異なることが示されたが、ユビキチン
陽性物質の蓄積パターンから主に神経突起への異常タンパク質の蓄積が疑われ、
タンパク質分解機構としての定常的オートファジーに異常をきたしている可能
性が考えられた。 
 本章では、PWC の DM におけるオートファジー関連因子の局在を ALS のそ
れと比較するため、代表的なオートファジー関連因子の発現を、免疫組織化学
およびウェスタンブロッティングにより検討した。 
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材料と方法 
症例・材料 
 神経症状を呈さず、脊髄に著変を認めないビーグル 6例（ビーグル、症例 1~6、
1~14歳、詳細な年齢が不明の症例を含むため平均年齢不明）、神経症状を呈さず、
脊髄に著変を認めない PWC5 例（non-DM PWC、症例 7~11、6~11 歳、平均 8.9
歳）および病理学的に DM と診断された PWC の 8 例（DM、症例 12~19、9~16
歳齢、平均 13.2 歳）を用いた。症例の概要は表 3-1 に示した。頸髄（C5、症例
13は C7）、胸髄（T5）、腰髄（L3、症例 13 は L5）を用いた。症例 5では頸髄〜
胸髄、症例 11 では胸髄の一部、症例 15 では尾側胸髄〜腰髄のみが使用可能で
あった。なお検索した部位は表 3-1 に示した。タンパク質の抽出には症例 10 で
は胸髄、それ以外の症例では頸髄を用いた。症例 13の脊髄組織は岩手大学獣医
病理学研究室、症例 16の脊髄組織は麻布大学獣医病理学研究室より供与された。
これ以外の材料は 2009 年度から 2013 年度に東京大学獣医病理学研究室で病理
診断を行った症例の脊髄を使用した。 
 
SOD1 c118. G>A （E40K）変異の遺伝子型検査 
 各症例のゲノムDNAはパラフィン包埋後組織（肝臓、脾臓または脊髄）から
DNA Isolator PS Kit （和光純薬）を用いてメーカーのプロトコルに従い抽出した。
以下、第1章と同様に報告されているリアルタイムPCR法を用いて各色素の蛍光
強度の増幅曲線を描出することにより遺伝子型を決定した[Chang et al., 2013]。
この操作は鹿児島大学の大和修先生に依頼した。 
 
病理組織学・免疫組織化学・蛍光二重染色 
  各症例の脊髄組織は剖検時に 10％リン酸緩衝ホルマリンで固定し、常法に
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従い４μm の厚さでパラフィン切片を作製し、各染色に使用した。 
 免疫組織化学は Envision polymer 法を用いて実施した。脱パラフィンした切片
について、表に示した条件でオートクレーブにより 120℃、10 分間の抗原賦活
化を行った。以降、切片の洗浄には 0.2%の Tween20 を添加したトリス緩衝液
（Tris-buffered solution, TBST）を用いた。全ての切片を 3％過酸化水素・メタノ
ール溶液で室温 5 分間処理して内因性ペルオキシダーゼの不活化を行い、ブロ
ッキング溶液（8%スキムミルク・TBST）を用い 37℃で 40分間処理して非特異
反応を抑制した後、ブロッキング溶液で希釈した一次抗体と 4℃で一晩反応させ
た。用いた一次抗体は表 3-2に示した。二次抗体は horseradish peroxidase (HRP) 標
識ポリマー試薬（抗ウサギ-または抗マウス-IgG, Envision polymer, Dako, Glostrup, 
Denmark）を使用し、37℃で 40 分間反応させた。発色には 0.5 %DAB (Dojindo 
Laboratories, 熊本)溶液に最終濃度 0.1%になるよう H2O2(和光純薬、大阪)を添加
して使用した。核染色にはヘマトキシリンを用いた。 
 腹角運動ニューロンは第二章と同様に中間外側核を含まない脊髄腹角に認め
られた βIII-tubulin 陽性かつニューロンの形態的特徴をもつ短径が 15μm 以上の
構造として定義し、各症例の頸髄、胸髄、腰髄の切片で計数を行った。LC3 共
陽性斑点を有する細胞数・神経突起数は光学顕微鏡下で計数した。 
 蛍光二重染色は上記免疫組織化学と同様に抗原賦活化を行い、切片を一次抗
体と反応させ、TBST を用いて洗浄した後にもう一方の一次抗体と反応させた。
使用した一次抗体は表 3-2に示した。その後、TBSTで希釈したフルオレセイン
イソチオシアネート（FITC）結合抗マウス IgG抗体（1:100 希釈、Invitrogen Life 
Technologies, Paisley,UK）と Alexa 594 結合抗ウサギ IgG 抗体（1:100、Vector 
Laboratories, Burlingame, CA, US）の混合液と室温で１時間反応させた。封入剤
（Vector Laboratories）で封入後、蛍光顕微鏡 DMI3000B（Leica Microsystems, 
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Wetzlar, Germany）を用いて観察した。 
 
組織からのタンパク質の抽出 
 採取した脊髄材料は使用時まで−80℃で凍結保存した。実体顕微鏡下で白質・
灰白質を分離した後、タンパク質抽出用緩衝溶液 [150 mM NaCl、 1 mM EDTA、 
2 mM Na3VO4、10 mM NaF、1% NP-40および 5 % protease inhibitor cocktail （Roche 
Applied Science, Penzberg, Germany）を含む pH 7.8 の 10 mM Tris-HCl 緩衝液]を添
加し，氷冷しながら撹拌子（Bio Masher II, Nippi、東京）を用いて撹拌破砕した。
これを 4℃で 12000×g、20 分間遠心した後、上清を回収して組織抽出タンパク
質とし、使用時まで-80℃で凍結保存した。タンパク質量はタンパク質定量シス
テム（DC™ プロテインアッセイ、Bio-Rad, Hercules, CA, USA）および吸光光度
計（Bio-Rad）を用いて Lowry 変法により測定した。抽出タンパク質と 5％のメ
ルカプトエタノールを加えた sodium dodecyl sulfate（SDS）処理液（Laemmli 
sample Buffer、Bio-rad）とを 1:1 の割合で混合し、100℃で 10 分間煮沸した後、
ウェスタンブロッティング法に用いた。 
 
ウェスタンブロッティング 
 抽出タンパク質を 10%、15%または 5-20%ポリアクリルアミドゲル（e-PAGEL, 
ATTO, 東京）を用いて室温でゲル 1枚あたり 20mA定電流、90分電気泳動した
後、あらかじめ 100% メタノールで親水化処理を行ったタンパク質ブロッティ
ング用ポリフッ化ビニリデン （PVDF）膜（GE Healthcare, Buckinghamshire, 
UK） を用いて、25分間ブロッティング（25 mV 定電圧）した。膜を TBSTで
洗浄した後、3% スキムミルク/TBST で 60 分間ブロッキングを行った。3% ス
キムミルクを含む TBST で希釈した各 1 次抗体（表 3-2）と 4℃で振盪しながら
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一晩反応させ、TBST で洗浄した。同様に希釈した HRP 標識 2次抗体（1:5000）
と室温で 1時間反応させ、TBSTで洗浄した後，化学発光検出試薬（ECL Prime、
GE healthcare）と反応させ、ルミノ・イメージアナライザ （ーChemi-Doc, Bio-Rad）
で陽性バンドを検出した。 
 
データ解析・半定量的解析 
 脊髄組織標本はNikon DM-U3デジタルカメラおよびNIS-Elementsソフトウェ
ア（Nikon Instruments, 東京）を用いて撮影した。脊髄腹角の LC3 陽性細胞数お
よび神経突起数は光学顕微鏡下で計数し、得られた結果は，平均値 ± 標準誤差
で示した。データは、多重比較法の一元配置分散分析（one-way ANOVA）にお
ける Tukey-Kramer test を用いて検定し、p < 0.05 のとき統計学的に有意であると
判断した。 
 ウェスタンブロッティングで検出したバンドは画像解析ソフト（Image Lab, 
Bio-Rad）を用いて定量した。LC3 は LC3-Iと LC3-IIの比、その他の分子は β-actin
との発現比を算出し、得られた値を症例 1 との比率で示した。統計学的解析に
は多重比較法の一元配置分散分析（one-way ANOVA）における Tukey-Kramer test
を用い、p < 0.05のとき統計学的に有意であると判断した。 
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結果 
LC3、NBR1、p62発現の局在 
 LC3 抗体を用いた免疫組織化学の結果、LC3 の発現は観察した全ての症例で
腹角のニューロン細胞体、神経細胞の樹状突起、灰白質の神経網において斑点
状（LC3 puncta）に認められた（図 3-1）。また、神経細胞内のリポフスチン蓄積
に一致する部位およびその周囲も陽性を呈した。non-DM PWC群の症例 10では、
腹角ニューロンで結晶状の陽性像が稀に認められた（図なし）。白質にも LC3 陽
性細胞を散見した。LC3 陽性斑点を細胞質に有するニューロン数は、DM 症例、
non-DM PWC およびビーグルの間で頸髄、胸髄では差を認めなかった（図 3-2）。
腰髄ではビーグルと他の 2群との間、および non-DM PWC と DM の間に有意差
を認めた。この数を腹角の神経細胞数で除した数（LC3 陽性斑点を細胞質にも
つ腹角ニューロンの割合）も 3 群間で差を認めなかった。灰白質において LC3
陽性斑点を有する神経突起（樹状突起）を数えたところ、DM 症例群で他の 2
群と比較して有意に多かった。また、蛍光二重染色の結果、LC3 と βIII-tubulin
陽性の樹状突起での局在が認められたが、LC3 とライソゾームマーカーである
Lysosome-associated membrane protein 2（LAMP2）の共局在は認められなかった
（図なし）。 
 次にアダプタータンパク質である p62 および NBR1 について免疫組織化学を
行った。p62免疫染色の結果、全ての症例において灰白質を中心に顆粒状の陽性
像を認め、白質にも陽性細胞を多見した（図 3-3）。さらに DM 症例では灰白質
の神経網にも塊状の陽性像を認め、また変性ニューロンの細胞体での強陽性像
も稀に認めた （図 3-3）。神経網にみられた塊状の p62の発現は βIII-tubulin、GFAP、
HLA-DR、CNPaseおよび pNFのいずれとも共局在しなかった（図なし）。NBR1
はすべての群のいずれの例においても神経網に微細顆粒状の染色性を示し、ま
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た白質に陽性細胞を散見した。すべての DM 症例においては，灰白質の特に腹
角神経細胞周囲に強い陽性像を多数認めた（図 3-4）。同様の細胞は non-DM PWC
の症例 10でも少数認められた。蛍光二重染色の結果、この細胞は GFAP 陽性細
胞（アストロサイト）であり、一部では NBR1 と βIII-tubulin との共局在が認め
られた（図 3-5）。 
 
ウェスタンブロッティング 
 各症例（ビーグル：症例 1、2、4、5、6、non-DM PWC：症例 9、10、11、DM：
症例 16、17、18、19）の脊髄を用いて、隔離膜形成に関わる Beclin 1、Atg-16L、
p62 および LC3 の灰白質・白質それぞれにおける発現レベルをウェスタンブロ
ッティングにより検索した（図 3-6）。この結果、Beclin 1 の発現レベルは、灰白
質ではビーグル群と比較して non-DM PWCで有意に低値、DM 症例で低値の傾
向がみられ、白質では non-DM PWC が他の 2群と比較してやや高値であった。
Atg16Lの発現レベルは、検索した DM 症例で灰白質、白質ともにビーグルおよ
び non-DM PWC と比べ低値の傾向がみられた。灰白質では non-DM PWC と DM
症例の間に有意差が認められた。p62の発現量は灰白質・白質ともに他の 2群よ
り DM 症例でやや高値であった。LC3-II / LC3-I比には灰白質で各群の平均値に
差を認めなかった。白質では DM 症例で他の 2 群と比較して有意に高値であっ
た。 
 
  
  
 62 
考察 
 イヌを含む哺乳類で、LC3 や p62、NBR1 などのオートファジー関連分子につ
いて中枢神経系での正常な発現分布を詳細に検討した報告はこれまでない。本
章の検索で明らかになったニューロン細胞体内、特にリポフスチンに一致した
LC3 陽性顆粒の存在、p62 および NBR1 の神経網における顆粒状の発現パターン
はこれらの分子の正常な局在を反映していると考えられた。 
 免疫組織化学の結果から、脊髄腹角において LC3 強陽性顆粒を細胞体に有す
るニューロン数では、DM 症例と他の 2群の間に差が認められたが、これは第 2
章で示した残存ニューロン数の違いを反映したものと考えられた。実際、ニュ
ーロンの総数で除した値では頸髄、胸髄、腰髄とも 3 群間で有意な差を認めな
かった。一方で、シナプス小胞が減少しているにも関わらず、陽性顆粒を有す
る樹状突起の数は DM 症例で頸髄、胸髄、腰髄のいずれにおいても他の 2 群と
比較して有意に多かった。第一章で示した DM 症例のニューロン細胞体内のユ
ビキチン陽性像の欠如と合わせて考えると、ニューロンの細胞体よりも樹状突
起において異常タンパク質が蓄積していることが推察された。また、樹状突起
における LC3強陽性顆粒の増加は、LAMP2 との共局在を認めなかったことから、
オートファゴソームの蓄積を示しており、このことから、オートファジースト
レスが突起内で局所的に起こっていると考えられた。 
 DM 症例で特徴的に認められた p62の神経網での発現パターンは、第一章で示
したユビキチンの発現パターンと一部で類似していた。p62が介在するオートフ
ァジーの経路は、UPS で分解できずポリユビキチン化されたタンパク質を分解
する補完的経路であると考えられており、UPS およびオートファジーによる分
解が不十分な場合、ユビキチンと p62 が凝集・蓄積すると考えられている
[Komatsu et al., 2007]。したがって、今回 DM 症例でみられた p62 の発現の一部
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はユビキチン化を介した選択的オートファジーの機能不全によるものである可
能性が高い。一方で、SOD1G93A トランスジェニックマウスを用いた研究では、
蓄積した変異 SOD1 と LC3 を介在する p62 はユビキチンを必要としないことが
示されており[Gal et al., 2009]、ユビキチンと関連しない p62の蓄積も含まれてい
ると考えられる。NBR1 は p62と同じアダプタータンパク質として知られている
が、種々の神経変性疾患およびそのモデルマウスを用いた研究から、p62とは分
布・機能が異なることが分かっている[Odagiri et al., 2012, Rué et al., 2013]。ALS
患者およびモデルマウスで NBR1 の局在を検索した報告はないが、今回の DM
症例では NBR1 の局在は p62 のそれと一致せず、主として反応性アストロサイ
トに局在していた。このことから、DM 症例の脊髄では、p62と NBR1 の動態は
異なっていて、反応性アストロサイトが NBR1 を介するオートファジーの機能
変化になんらかの役割を果たすことが推察された。 
 ウェスタンブロッティングの結果から、DM 症例の脊髄では、灰白質において
オートファジーの過程のうち Beclin 1および Atg16Lが関与する隔離膜形成の段
階が抑制されていると考えられた。灰白質における Beclin 1 の発現は non-DM 
PWC でビーグルと比較して低値であり、non-DM PWC を発症の前段階であると
仮定すると、この発現低下が DM の発症前から正常な定常的オートファジーの
機能を妨げている可能性がある。一方で、Atg16L の発現は、non-DM PWC と
DM の間で有意差がみられたことから、発症後の変化と考えられた。p62の発現
レベルには灰白質、白質いずれにおいても 3群間で差を認めなかったが、DM 症
例では高値を示す症例があり、病態進行とともに p62 が凝集・蓄積するものと
推察された。灰白質では LC3-II / LC3-I比に 3群間で平均値に差を認めなかった
ことから、灰白質における樹状突起への LC3 の蓄積はオートファゴソーム形成
の亢進によるものではなく、オートファゴソームの分解の異常の結果であると
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考えられた。この仮説は、上述のようにと LC3 陽性斑点がライソゾームマーカ
ーである LAMP2 と共局在しなかったことと矛盾しない。分解出来なかった p62
や LC3 が神経突起や神経網に蓄積し、DM の病態において増悪因子となる可能
性があると推察された。一方で白質では DM 症例で他の 2 群と比較して
LC3-II/LC3-I比が高値を示したが、LC3 の異常な蓄積はみられなかったことから、
この LC3-I から LC3-II への変換は、DM 症例の主要病変である白質病変に対応
した正常な定常的オートファジーの増強であると推察された。 
 以上のことから、イヌの DM 症例においては、隔離膜形成初期の過程が抑制
されている一方で、オートファゴソームとライソゾームとの融合および消化・
分解が正常に起こらず、特に灰白質の神経突起や神経網において LC3 や p62 が
重度に蓄積し、これがニューロンの脱落の要因のひとつとなっている可能性が
示唆された。 
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要約 
 細胞質内の主要なタンパク質分解系であるオートファジーの異常は、神経変
性疾患を含む様々な疾患で徐々に明らかになっており、ALS でもその関与が指
摘されている。そこで、SOD1 遺伝子変異を伴う PWC の DM 症例 8例、DM に
罹患していない PWC5 例、対照例としてビーグル 6 例について、オートファジ
ー小胞のマーカーとなる LC3 およびアダプタータンパク質である NBR1、p62
の脊髄における発現局在を検索するとともに、オートファジー経路の因子であ
る Beclin 1、Atg16L、p62 および LC3 の発現レベルを検索した。LC3 強陽性顆粒
をもつニューロン細胞体の割合については各群に差を認めなかったものの、LC3
強陽性顆粒をもつ樹状突起の数は DM 症例で有意に多かった。NBR1 は DM 症
例脊髄の反応性アストロサイトに局在し、p62 は神経網に塊状に局在していた。
またウェスタンブロッティングにより、DM 症例の脊髄ではオートファゴソーム
の隔離膜形成に関与する Beclin 1および Atg16Lの発現レベルの低下傾向が認め
られた。これらの結果から、DM 症例の脊髄では神経突起においてオートファゴ
ソームの分解異常による LC3 や p62 の蓄積が起こる一方で、隔離膜形成の初期
段階が抑制されていることが示唆された。また 2 種のアダプタータンパク質で
ある p62 と NBR1 は、DM の病態においてそれぞれ異なる役割を果たしている
と考えられた。 
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1 ビーグル メス 記載なし − − + + + + なし
2 ビーグル メス 記載なし − − + + + + なし
3 ビーグル メス 14y − − + + + − なし
4 ビーグル メス 6y − − + + + + なし
5 ビーグル メス 6y − − + + − + なし
6 ビーグル メス 8y − − + + + + なし
7 PWC 避妊メス 6y11m − − + + + − ホモ接合体変異
8 PWC 避妊メス 10y4m − − + + + − ホモ接合体変異
9 PWC 避妊メス 11y2m − − + + + + ヘテロ接合体変異
10 PWC オス 6-7y − − + + + + ホモ接合体変異
11 PWC 去勢オス 11y3m − − − + − + ヘテロ接合体変異
12 PWC オス 12y6m 3y
HLW, FLW,
DU
+ + + − ホモ接合体変異
13 PWC 去勢オス 14y6m 2y5m TP, DU, RD + + + − ホモ接合体変異
14 PWC 避妊メス 12y2m 2y7m TP, DU, RD + + + − ホモ接合体変異
15 PWC 避妊メス 9y6m 2y9m TP, DU, RD − − + − ホモ接合体変異
16 PWC オス 13y 4m HLW + + + + ホモ接合体変異
17 PWC 避妊メス 14y3m 3y7m TP, DU, RD + + + + ホモ接合体変異
18 PWC 去勢オス 13y4m 2y4m HLW + + + + ホモ接合体変異
19 PWC 避妊メス 16y 1y11m TP, DU, RD + + + + ホモ接合体変異
表3-1：症例の概要
犬種 性別 年齢 罹病期間
DMの
臨床症状
検索した部位
剖検主診断
SOD1(118G>A,
p.E40K)
遺伝子変異
WB
なし
Ｔ細胞性リンパ
腫（多発性）
変性性脊髄症
炎症性筋症
なし
なし
記載なし
なし
なし
組織球性肉腫
（脳）
糸球体腎炎
炎症性筋症
y : year, m : month,   HLW : hindlimb weakness（後肢不全）,  FLW : forelimb weakness（前肢不全), TP :
tetraplagia（四肢麻痺）,  DU :  dysurea（排尿障害）,  RD :  respiratory dysfunction（呼吸困難）,  C : cervial
5 - 7, T : thoracic 5, L : lumbar 3 - 5, WB : western blotting, ND : no data
変性性脊髄症
変性性脊髄症
変性性脊髄症
変性性脊髄症、
Ｂ細胞性リンパ
腫（脾臓）
変性性脊髄症、
乳腺癌、
重度慢性膀胱炎
変性性脊髄症、
脾臓血腫の破裂
変性性脊髄症、
Ｂ細胞性リンパ
腫（脾臓）
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抗体名 種類 認識細胞・構造 適用 抗原賦活化 希釈倍率 販売元、製品番号
GFAP
Mouse, m
(GF 12.24)
アストロサイト IF
Citrate Buffer
（pH 6.0） pre-diluted
PROGEN Biotechnik,
Heidelberg, Germany, #65011
HLA-DR Mouse, m
ミクログリア，
マクロファージ IF
Citrate Buffer
（pH 6.0） 1:500
Wako Pure Chemical Industries,
Osaka, Japan, #019-19741
bIII-tubulin
Mouse, m
(5G8)
ニューロン
IHC,
IF
Citrate Buffer
（pH 6.0） 1:2000
Promega corporation, Madison,
WI, USA,  #G712A
pNF-H&M mouse, m - IHC - 1:1000
Millipore, Billerica, MA, US,
#MAB1592
LC3 Rabbit, p - IHC
Citrate Buffer
（pH 6.0） 1:1000
MBL, Nagoya, Aichi, Japan
#PM036
LC3
Mouse, m
(8E10)
- WB - 1:2000 MBL, #M186-3
NBR1 Rabbit, p -
IHC,
IF
Citrate Buffer
（pH 6.0） 1:300
Proteintech Group, #160004-1-
AP
p62 Rabbit, p -
IHC,
IF, WB
Citrate Buffer
（pH 6.0）
1:300,
1:1000(WB)
MBL, #PM045
Atg16L Rabbit, p - WB - 1:1000 MBL, #PM040
beclin1 Rabbit, p - WB - 1:1000 MBL, #PD017
beta-actin Rabbit, p - WB - 1:2000 Cell signaling, #4967
LAMP2 Goat, p ライソゾーム IF
Citrate Buffer
（pH 6.0） 1:100 Santa Cruz,  #sc-8100
表3-2.	 用いた一次抗体
IFOlig2 Rabbit, p
オリゴデンドロ
サイト
Target retrieval
solution, pH 9.0
1:200
Millipore,Billerica, MA,
#AB9610
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図 3-1：LC3 免疫染色。 
A, D：症例 2（ビーグル）、B, E：症例 9（non-DM PWC）、C, F：症例 12（DM）。
A-C：脊髄腹角（挿入図：樹状突起の拡大像）、D-F：脊髄白質。LC3 puncta (LC3
強陽性斑点、矢頭)はいずれの症例でも神経細胞体内、樹状突起内に認められる
（A-C）。DM 症例では樹状突起で LC3 陽性像が多数認められる（C）。白質にも
LC3 陽性細胞を散見する（D-F）。 
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図 3-2：LC3 陽性斑点を神経細胞体に有する腹角ニューロン数（A）、その腹角
ニューロンに占める割合（B）、および LC3 陽性斑点を有する樹状突起数（C）。 
腹角ニューロンでは腰髄で各群間に差を認めたものの、総数に占める割合では
各群間に有意な差を認めない。樹状突起数は他の 2 群と比較して DM で多かっ
た。** p <0.01, * p<0.05。 
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図 3-3：p62免疫染色。 
A, D：症例 1（ビーグル）、B, E：症例 11（non-DM PWC）、C, F：症例 13（DM）。
A-C：頸髄腹角、D-F：脊髄白質。すべての症例で神経網に顆粒状の p62陽性像
を認める。特に神経細胞体周囲で多くみられる。DM 症例の灰白質（C）では、
神経網で塊状の p62 強陽性像がみられる。いずれの症例でも白質に p62陽性細
胞を散見する（D-F）。 
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図 3-4：NBR1 免疫染色。 
A：症例 2（ビーグル）、B：症例 7（non-DM PWC）、C：症例 15（DM）、C5、
腹角。ビーグル、non-DM PWC では神経網に微細顆粒状に NBR1 陽性像がみら
れる。DM 症例では主に神経細胞体周囲で強い NBR1 陽性像（矢頭）を認める。 
 
 
図 3-5：蛍光二重染色。 
A-F：症例 12（DM 症例）、C5灰白質。A-C：NBR1（A）と GFAP（B）の蛍光
二重染色（C）。細胞質が NBR1 に陽性の GFAP 陽性細胞が多数みられる。 
D-F：NBR1（D）と βIII-tubulin（E）の蛍光二重染色（F）。稀に共局在を認める。 
  
 72 
 
図 3-6：ウェスタンブロッティングによる灰白質、白質における各種オートファ
ジー関連タンパク質の定量。A, C, E, G :灰白質、B, D, F, H：白質。A, B：Beclin-1 
/β-action、C, D : Atg 16L /β-actin、E, F：p62 / β-actin、G, H：LC3-II / LC3-I。**p < 
0.01, *p < 0.05。 
第 4章 
SOD1
G93Aトランスジェニックマウスの 
脊髄病変に対する rotenone 投与の影響
序 
 ヒト変異 SOD1 遺伝子を導入した SOD1 トランスジェニックマウスは、ALS
の病態モデルマウスとして汎用されてきた。この遺伝子を導入したマウスでは
運動ニューロンの脱落がみられる[Gurney ME et al. 1994]のに対し、SOD1 遺伝
子をノックアウトしたマウスでは神経系に異常が認められないこと[Reaume et 
al., 1996]から、この ALS モデルでは SOD1 の機能不全（loss of function）ではな
く、変異 SOD1 タンパクが何らかの病的機序を獲得して神経傷害性を示す（gain 
of function）と考えられている。 
 最も汎用されている SOD1G93Aトランスジェニックマウス（SOD1G93Aマウス）
は、生後 90日齢ごろから明瞭な運動機能障害を呈し、およそ 120~130 日齢で死
亡する[Gurney ME et al., 1994]。このマウスでは、運動ニューロンの脱落に先立
って、脊髄腹角の神経網およびニューロン細胞体において空胞変性がみられる
ことが特徴である。この空胞はミトコンドリアの膜間腔の膨化に由来し、また
変異 SOD1 がこの膜間腔に局在していると考えられている[Jaarsma et al, 2000, 
Higgins et al., 2003, Sasaki et al, 2004]。ミトコンドリアは活性酸素種（ROS）の主
要な産生の場である上、酸化ストレスによるダメージを受けやすいミトコンド
リア DNAや呼吸鎖に関連した酵素が存在している。これらのことから、ミトコ
ンドリアの機能障害に由来する酸化ストレスが ALS における神経変性機序の一
つとして有力である。 
 一方、慢性投与により中枢神経系にミトコンドリア障害に由来する酸化スト
レスをもたらす薬物として、rotenoneが知られている。rotenoneはミトコンドリ
ア呼吸鎖複合体Iを阻害する作用を持つ天然の毒物で、呼吸鎖の反応を制止する
ことで余剰なROSを発生させると考えられている。RotenoneをLewisラットに長
期全身投与すると中脳黒質病変を誘発するため、主にパーキンソン病モデルの
作製に用いられる[Alam, and Schmidt, 2002]。さらにLewisラットではrotenone
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投与による脊髄病変も報告されており[Samantaray et al.,2007]、腹角ニューロンの
アポトーシスの促進とグリオーシスの増強が示されている。マウスではrotenone
を用いた研究は少なく[Richter et al., 2007]、C57BL/6マウスへの長期経口投与に
より中脳黒質病変がみられることが報告されている[Inden et al., 2011]ものの、脊
髄病変について検討した報告はない。 
 SOD1G93Aマウスでは、明瞭な機能障害が現れる前に上述のニューロン細胞体
および神経網に空胞変性が出現するため、ミトコンドリアの変化が一連の病変
形成の引き金であると考えられている[Kong and Xu, 1998]。したがって、このマ
ウスでは発症前のミトコンドリア障害の程度がその後の病変の進行を規定して
いる可能性がある。 
 本章では、SOD1G93Aマウスの脊髄病変をALS患者およびDM症例のそれと比較
するとともに、発症前のミトコンドリア障害の程度が病態進行に与える影響を
明らかにする目的で、発症前にrotenoneを投与し、そのSODG93Aマウスへの影響
を病理学的に検索した。また、主要な興奮毒性関連因子であるglutamate 
transporter-1（GLT-1）と、オートファジー活性の指標であるMicrotubule-associated 
protein light chain （LC3）-II/LC3-I発現比率についても検索した。 
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材料と方法 
動物 
 SOD1G93A [B6SJL-Tg （SOD1G93A） 1Gur/J、JAX Mice #002726]マウスおよび
野生型の[B6SJL]（wild type : Wt）マウスは、Jackson Laboratory （Bar Harbor, ME, 
USA）から購入した。実験には、雄性SOD1G93A（+/−）マウス（ヘミ接合体変異
をもつマウス）と雌性Wtマウスとの交配により生まれたSOD1G93A（+/−）マウス
（SOD1G93Aマウス）の雄と、対照として同腹のWtマウスの雄を用いた。遺伝子
型検査は、生後4週齢で採取したマウスの尾組織からMighty Amp Genotyping Kit
（TaKaRa Bio、滋賀）を用いてDNAを抽出し、メーカーのプロトコルに従い
standard PCRにより行った。PCRにはG93A変異SOD1プライマー（Forward：
5’-CAT CAG CCC TAA TCC ATC TGA-3’、Reverse : 5’-CGC GAC TAA CAA TCA 
AAG TGA-3’）および内因性コントロールプライマー（Forward : 5’-CTA GGC 
CAC AGA ATT GAA AGA TCT-3’、Reverse : 5’-GTA GGT GGA AAT TCT AGC 
ATC ATC C-3’） を用いた。 
 マウスは、自由給水、ペレット状固形飼料を給餌した。設定温度: 23°C（許容
範囲: 20~26°C）、設定湿度: 55% （許容範囲: 40~70%）、明期 14 時間 （照明: 
午前 8:00~午後 10:00） 、暗期 10 時間に維持された動物飼育室で飼育した。ま
た本試験では、マウスの正向反射が 30 秒間消失した時点を病態末期と定義し、
この状態になった個体については即日安楽殺し、解剖した。動物実験は東京大
学大学院農学生命科学研究科実験動物委員会の承認を得たうえで、東京大学動
物実験実施規定に従って行った。 
 
薬物投与 
 6 週齢（42 日齢）から薬物投与試験を開始した（表 4-1、図 4-1）。SOD1G93A
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マウスは rotenone投与群（Rot 群）と溶媒投与群（DMSO/polyethylene glycol 300 : 
D/P 群）のそれぞれにつき 70日齢（発症前）、100日齢（発症前後）、120日齢
（発症後）で解剖する計 6 群、Wt マウスは Rot 群、D/P 群のそれぞれ 120 日齢
で解剖する 2群、合計で 8群を設定した。Rotenoneの投与には浸透圧ポンプ（The 
alzet osmotic pump 2004、ALZET Osmotic Pumps、Cupertino、CA、USA）を用い、
メーカーのプロトコルに従い 28日間投与した。投与速度が 3.0 mg/kg/dayとなる
よう 1:1（v/v）の DMSO/polyethylene glycol 300 混合液に rotenone を溶解し、ポ
ンプに充填した。これを抱水クロラール鎮静下でマウスの背部皮下に埋め込ん
だ。6週間経過後、必要に応じてポンプを摘出した。 
 
体重・運動評価 
 投与開始後、週 1 回体重を計測した。運動評価については 120 日齢解剖群
（n=3~5）を用い、以下の 2種類の試験を行った。 
1）後肢伸展試験 
 マウスの尾を保持した状態で後肢の伸展について、2:両後肢伸展、1:片後肢の
み伸展または両後肢ともに伸展せず、0:両後肢拘縮（伸展不能）の 3段階でスコ
アリングした。後肢伸展試験は週 1回行った。 
2）金網ぶらさがり試験 
 Weydt らによる報告[Weydt et al., 2003]を参考に設定した。地面から 30 cm の
高さに目の大きさが 6 mm × 6 mm の十分な面積のあるアルミニウム製網を水平
に置き、マウスを 10 秒程度置いた後に金網を上下逆にしてマウスがぶら下がる
ようにした。この時点を 0 秒とし、マウスが金網から落下するまでの時間を最
大 120 秒まで計測した。30 秒未満で落下した場合は、最大 3 回まで再試験し、
最も長い時間を記録した。この試験は週１回行った。 
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病理組織学・免疫組織化学・蛍光二重染色 
  解剖時にマウスの脊髄組織を採取し、10％リン酸緩衝ホルマリンで固定後、
常法に従い４μm の厚さでパラフィン切片を作製した。この切片を用いてヘマト
キシリン・エオジン（HE）染色、ルクソール・ファスト・ブルー（LFB）-HE
染色、クリューバー・バレラ（KB）染色、TUNEL 法および免疫組織化学を行
った。脊髄腹角における空胞変性の程度は LFB-HE染色標本を用いて評価し、0
（なし）〜3（重度）の 4段階でスコアリングした。腹角ニューロンは脊髄腹角
に認められた NeuN 陽性かつニューロンの形態的特徴をもつ細胞とした。 
 免疫組織化学に用いた抗体を表 4-2に示した。脱パラフィンした組織切片を表
に示した条件で、オートクレーブにより 120℃10分間の抗原賦活化を行った。以
降、切片の洗浄には 0.2%の Tween20 を添加したトリス緩衝液（Tris-buffered 
solution, TBST）を用いた。全ての切片を 3％過酸化水素・メタノール溶液で室温
5分間処理して内因性ペルオキシダーゼの不活化を行い、ブロッキング溶液（8%
スキムミルク・TBST）で 37℃、40 分間処理して非特異反応を抑制した後、ブ
ロッキング溶液で希釈した一次抗体と 4℃で一晩反応させた。二次抗体は
horseradish peroxidase （HRP） 標識ポリマー試薬（抗ウサギ-または抗マウス-IgG, 
Envision polymer、Dako, Glostrup, Denmark）を使用し、37℃、40分間反応させた。
0.05%の DAB（Dojindo Laboratories、大分）溶液に最終濃度 0.1%になるよう H2O2
（和光純薬、大阪）を添加して発色に用いた。対比染色にはヘマトキシリンを
用いた。 
 蛍光二重染色は上記免疫組織化学と同様に脱パラフィンした切片に抗原賦活
化を行い、切片を一次抗体と反応させた後、TBSTを用いて洗浄した後に他方の
一次抗体と反応させた。使用した一次抗体は表 2に示した。その後、TBSTで希
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釈したフルオレセインイソチオシアネート（FITC）標識マウス IgG 抗体（1:100
希釈、Invitrogen Life Technologies, Paisley, UK）または Alexa 488 標識ヤギ抗体
（1:100希釈、Invitrogen Life Technologies）とAlexa 594標識ウサギ IgG抗体（1:100、
Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA）の混合液と室温で 1時間反応させた。
その後、封入剤（Vector Laboratories）で封入後、蛍光顕微鏡 DMI3000B（Leica 
Microsystems, Wetzlar, Germany）を用いて観察した。 
 
TUNEL 法によるアポトーシス細胞の検出 
 アポトーシス細胞の検出は In situ apoptosis detection kit （TaKaRa Bio）を用い
て TdT-mediated dUTP nick end labeling （TUNEL）法により行った。脱パラフィ
ンした切片を 100 μg / ml Proteinase K と 37℃、30分反応させた。その後、TdT
酵素反応液と 37℃で 90分、HRPラベリング反応液と 37℃で 60分反応させ、0.05%
の DAB（Dojindo Laboratories）溶液に最終濃度 0.1%になるよう H2O2（和光純薬）
を添加して発色に用いた。対比染色にはメチルグリーンを用いた。 
 
データ解析 
 脊髄の病理組織学的変化は、頸髄（C5）、頭側胸髄（T5）、尾側胸髄（T10）、
腰髄（L3）の４ヶ所で観察し、定量的評価には T10 を用いた。脊髄標本の組織
像は Nikon DM-U3 デジタルカメラおよび NIS-Elements ソフトウェア（Nikon 
Instruments, 東京）を用いて撮影した。画像解析は National Institutes of Health 
（NIH） Image J ソフトウェア（NIH, Bethesda, MD, USA）を用いて行った。す
なわち、カラーチャネルを RGB 8-bit イメージに分離し、閾値（threshold）の設
定により陽性領域を検出し、その面積比率を測定した。GFAP、Iba1、Ubiquitin
の陽性面積は脊髄断面積に対する比率として、GLT-1の陽性領域は灰白質全体の
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面積に対する比率として算出した。 
 得られた結果は、平均値±標準誤差で示した。データは 2 群間については
Student の t 検定、多群間については一元配置分散分析（one-way ANOVA）にお
ける Sheffe’s F test を用いて検定し、p < 0.05 のとき統計学的に有意であると判断
した。 
 
組織からのタンパク質の抽出 
 頸髄（C1~3）材料は使用時まで−80℃で凍結保存した。タンパク質抽出用緩衝
溶液 （1 mM EDTA および protease inhibitor cocktail （5％ v/v） を含む 20 mM 
Tris-HCl 緩衝液 （pH 7.5） ）を添加し、氷冷しながら撹拌子（Tissue Prep, Nippi、
東京）を用いて撹拌した。これを 12,000G、4℃で 20 分間遠心した後、上清を
回収して組織タンパク質サンプルとした。サンプルは-80℃で凍結保存した。タ
ンパク質量はタンパク質定量システム（Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, 
USA）および吸光光度計（Bio-Rad Laboratories）を用いて Lowry法により定量し
た。サンプルは5％のメルカプトエタノールを含む sodium dodecyl sulfate （SDS） 
処理液 （(Laemmli sample Buffer、Bio-Rad Laboratories) と 1:1 の割合で混合し、
100℃で 10分間煮沸した後、ウェスタンブロッティング法に用いた。 
 
ウェスタンブロッティング 
 15%ポリアクリルアミドゲル（ATTO、東京）を用いて室温で 90分電気泳動 （ゲ
ル 1 枚あたり 20mA 定電流）後、あらかじめ 100% メタノールで親水化処理し
たタンパク質ブロッティング用ポリフッ化ビニリデン  （PVDF）  膜（GE 
Healthcare, Buckinghamshire, UK）に、90分間ブロッティング （25 mV 定電圧） 
を行った。ブロッティング終了後、膜を TBST （0.05% Tween-20および 137 mM 
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NaCl を含む 20 mM Tris-HCl 緩衝液、pH 7.5）で洗浄し、3% スキムミルクを含
む TBSTで 60分間ブロッキングを行った。この膜を TBSTで 5分間洗浄した後、
3% スキムミルクを含む TBSTで希釈した抗 LC3 抗体（表 4-2）と 4℃で振盪し
ながら一晩反応させ、反応後 TBSTで 5分間 3回洗浄した。次に、3% スキムミ
ルクを含む TBSTで希釈した HRP 標識 2次抗体（GE Healthcare, 1:5,000）と室温
で 2時間〜一晩反応させ、反応後 TBSTで 10分間 3回洗浄した。その後、化学
発光検出試薬（ECL prime、 GE Healthcare）と反応させ、ルミノ・イメージアナ
ライザー（Chemi-Doc、Bio-Rad）および画像解析ソフト（Image Lab、Bio-Rad）
を用いて陽性バンドを検出・定量した。 
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結果 
生存率 
 SOD1G93Aマウスの D/P群のうち 1匹を 120日齢で方法に示した基準により病
態末期と判定し、解剖した。その他のマウスについては解剖予定日齢までに病
態末期と判定したものはなかった。上記の１個体は判定日が解剖予定日齢であ
ったため、以降の解析において他の個体と区別しなかった。 
 
体重、運動機能の変化 
 D/P 群と Rot 群それぞれの SOD1G93Aマウスは、Wt マウスの間 105 日齢以降で
有意に体重が少なく、119日齢で後肢伸展試験のスコアが有意に低かった。ぶら
下がり試験では D/P 群で 105日齢以降、Rot 群で 112 日齢以降で有意にスコアが
低下した。投与開始時から解剖時（120日齢）まで、SOD1G93Aマウス、Wt マウ
スともに D/P 群と Rot 群の間に体重、後肢伸展試験およびぶら下がり試験の結
果に有意な差は認められなかった（図 4-2） 
 
病理組織学 
 SOD1G93Aマウスの脊髄、特に 100日齢と 120日齢では、D/P 群、Rot 群ともに、
腹角を中心に灰白質ニューロンの細胞体および樹状突起の変性、膨化、スフェ
ロイドの形成および脱落を認めたが、明瞭な封入体は認められなかった。各日
齢の神経網および 70日齢と 100日齢のニューロン細胞体内には空胞がみられた
（図 4-3、A、B）。これら空胞の辺縁はミトコンドリアマーカーである SOD2 に
陽性、部分的に SOD1 強陽性であった（図 4-3、C-F）。脊髄腹角における空胞変
性の程度を 0（なし）〜3（重度）の 4段階でスコアリングした（図 4-3）ところ、
70日齢では Rot 群で D/P 群と比較して強い傾向が、100日齢では同程度、120日
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齢では Rot 群でより弱い傾向がみられた。SOD2 の陽性像は空胞の辺縁以外に
Wt マウス、SOD1G93Aマウスともに正常な形態をもつニューロンの細胞質にも顆
粒状に充満して認められ、神経網には顆粒状、疎に認められた。 
 SOD1G93Aマウスでは、日齢に比例して腹角における NeuN 陽性ニューロン数
の顕著な減少がみられ、Rot 群、D/P 群ともに 120日齢では大型の腹角ニューロ
ンが消失していた（図 4-4）。Rot 群では D/P 群と比較して 100日齢で NeuN陽性
ニューロンが少ない傾向がみられ、120 日齢では有意に少なかった。Wt マウス
では、D/P 群と Rot 群の間に差を認めなかった。SOD1G93Aマウスの白質では軽
度の空胞化を認めたものの、形態的変化に乏しかった。脊髄断面積に占める LFB
陽性面積には Wt マウス、SOD1G93Aマウスのいずれの日齢とも D/P 群と Rot 群
の間に差を認めず、また、日齢による差、Wt マウスと SOD1G93A マウスとの差
も認められなかった （図 4-5）。 
 
TUNEL 法および酸化的損傷の評価 
 髄膜においてまれに TUNEL陽性のアポトーシス細胞が認められたが、脊髄実
質にはいずれの群でも陽性細胞は認められなかった。また、細胞の酸化的損傷
を調べるため 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine（8-OHdG）の免疫組織化学により検
索したが、有意な染色性は認められなかった（データは示していない）。 
 
ユビキチン陽性面積の変化 
 ユビキチン陽性像は 120 日齢の SOD1G93Aマウスでのみ認められた（図 4-6）。
脊髄断面積に占めるユビキチン陽性面積率は、Rot 群で D/P 群と比べて有意に高
かった（図 4-6、A-E）。蛍光二重染色の結果、ユビキチン陽性像の大部分は NeuN
陽性のニューロン細胞体内および樹状突起内でみられ、稀にユビキチンと GFAP
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の共局在が認められた（図 4-6、F、G）。またユビキチンはごく一部で Cytochrome 
C と共局在していた。 
 
グリオーシスの程度 
 アストロサイトとミクログリアの増生の程度を調べるため、脊髄断面に対す
る GFAP と Iba1 の陽性面積率を算出した。SOD1G93Aマウス、Wt マウスともに
120日齢においてGFAP陽性面積率はRot群でD/P群と比較して有意差は認めら
れなかったものの、高い傾向がみられた（図 4-7）。SOD1G93Aマウスでは 70日齢
において Iba1 陽性面積は Rot 群で D/P 群と比べて有意に高く、100 日齢、120日
齢では Rot 群でやや高値の傾向がみられた（図 4-8）。 
 
GLT-1陽性面積の変化 
 灰白質に占める GLT-1の陽性面積の割合は、SOD1G93Aマウスでは 70日齢、100
日齢いずれにおいても Rot 群で D/P 群に比べて低い傾向がみられ、120日齢では
有意に低かった（図 4-9）。Wt マウスでは D/P 群と Rot 群の間に差はなかった。
D/P 群ではWt マウスと SOD1G93Aマウスの間に差はなかった。 
 
LC3-I、LC3-IIの変換率の変化 
 120日齢の脊髄を用いて、LC3-Iから LC3-IIへの移行についてウェスタンブロ
ッティング法により検索した（図 4-10）。18kDaの LC3-Iと 16kDa の LC3-IIの２
本のバンドが得られた。これらのバンドについて定量し、発現比率（LC3-II/LC3-I）
を求めた結果、LC3-II の比率はWt マウスでは Rot 群で D/P 群に比べて高い傾向
がみられたが、SOD1G93AマウスではRot群とD/P群との間に有意差はなかった。  
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考察 
 神経網およびニューロンの空胞変性を特徴とするSOD1G93Aマウスの腹角病変
はD/P群とRot群で共通してみられ、過去の報告に一致した[Higgins et al., 2003]。
この空胞は SOD2 の染色性からミトコンドリア膜間腔内に生じたものと考えら
れ、またそこに SOD1 が蓄積している点でも報告と一致した。ニューロンには
この他に膨化と色質融解がみられたが、今回の検索では封入体は認められず、
SOD1
G93A マウスのニューロンに封入体がみられたという報告[Watanabe et al., 
2001]と矛盾した。120 日齢の SOD1G93Aマウスでは D/P 群、Rot 群ともに大型ニ
ューロンが残存していなかったことから、ALS の場合と同様、大型ニューロン
の選択的脱落が示唆された。一方、ALS や DM では腹角ニューロンの脱落と並
んで最も特徴的な病変である側索や背索における顕著な髄鞘・軸索の脱落は
SOD1
G93Aマウスでほとんどみられず、SOD1G93Aマウスと ALS および DM では
病変形成の過程が異なると考えられた。さらに蓄積したユビキチン陽性像の局
在から、異常タンパクの蓄積はニューロンの細胞体内に限局していることも示
された。このように、SOD1G93A マウスに認められる主要な病理学的変化は、一
部を除いて ALS、あるいは DM とは大きな相違があった。これらの事実から、
このトランスジェニックマウスを ALS の病態モデルマウスとして扱うことにつ
いては慎重さを要すると考えられた。 
 SOD1G93Aマウスでみられた空胞変性は Rot 群で D/P 群と比較してより早期か
ら認められていることから、rotenone投与によるミトコンドリア呼吸鎖の制止が
ミトコンドリアの空胞化を促進し、この結果としてニューロンの脱落やユビキ
チン沈着が増強されたものと推察された。また、このニューロン脱落にアポト
ーシスは関与しないと考えられた。さらに、Wtではニューロン細胞数にD/P群、
Rot 群間に差がなかったことから、rotenone の毒性は SOD1G93Aマウスでは組織
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学的変化を誘導するが、Wt では病変を形成しないことが示された。この点は
Lewis ラットでの報告[Samantaray et al., 2007]と異なっていた。 
  SOD1G93A マウスではアストロサイトおよびミクログリアの増生が rotenone
投与終了直後に増強される傾向がみられた。Rotenone 投与による顕著なグリオ
ーシスは過去に報告されている[Samantaray et al., 2007]。今回観察されたグリオ
ーシスは投与終了直後の 70日齢では 100日齢や 120日齢と比較して両群ともに
弱く、また主に灰白質でみられたことから、空胞変性やニューロンの脱落など
に続く二次的な変化であると考えられた。 
 GLT-1 はアストロサイト膜上に発現する主要な興奮性アミノ酸トランスポー
ターであり、この発現が低下すると興奮毒性の原因となる。ALS 患者では GLT-1
の発現が低下することが知られており、運動ニューロンは特に興奮毒性に脆弱
であるため、重要な病態進行因子と考えられている[Rotherin et al., 1992 and 1995]。
GLT-1 の発現は、第 2 章での検索により DM 症例においても低下していること
が示された。SOD1G93Aマウスの脊髄における GLT-1 の発現レベルの低下につい
ては、時期や程度が報告により様々である[Bendotti et al., 2001、Deitch et al., 
2002、Guo et al., 2010, Hong et al.,2003]。今回の検索の結果、D/P 群では、SOD1G93A
マウスでWtマウスと比較してGLT-1の明瞭な発現低下はみられなかったことか
ら、このマウスでは興奮毒性が病変の形成には積極的に関わっていないと考え
られた。一方で、SOD1G93Aマウスの Rot 群では 70 日齢から D/P 群と比較して
GLT-1 の発現が低下する傾向がみられた。Wt マウスでは D/P 群と Rot 群の間に
差を認めなかったことから、SOD1G93Aマウスでみられた GLT-1 の発現低下は、
GLT-1発現低下が置きやすいという素因に加えて、rotenoneによるストレスによ
るものと考えられた。 
 LC3-I から LC3-II への変換はオートファゴソーム形成過程における重要な段
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階であり、オートファゴソーム形成の指標となる。SOD1G93A マウスでは、オー
トファジー関連因子の病態への関与を裏付ける情報が蓄積されつつあり、オー
トファゴソーム形成促進が、病変形成の増悪因子になることが示されている 
[Morimoto et al., 2007、Zhang et al., 2011]。しかし今回の検索では、120日齢の
Wt マウスで D/P 群と Rot 群の間に LC3-II/LC3-I比率に有意な差を認めたが、ニ
ューロン脱落などの病変に差はなかった。これに対し、同日齢の SOD1G93Aマウ
スの D/P 群と Rot 群の間では LC3-II/LC3-I 比率に差を認めなかったものの、病
変には差がみられた。このことから、roteononeはWtマウスではLC3-IからLC-3II
への変換に影響を与えている可能性があると考えられたが、SOD1G93A マウスで
はその影響はなく、LC3-IIへの変換と病変形成は関連しないと考えられた。 
 本章で得られた結果から、SOD1G93Aマウスでは、Rot 群で rotenone 投与終了
以降、脊髄の病変がD/P群と比べて重度になる傾向がみられたことから、rotenone
投与によるミトコンドリアの機能障害の増悪が病態の進行を速めることが分か
った。このことは同時に、ミトコンドリア障害が発症の引き金になることも示
している。体重および運動機能には Rot 群と D/P 群の間に差がみられなかった
ことから、脊髄の器質的変化が直ちに運動機能に反映されるわけではないこと
も示された。また、Wt マウスでは D/P 群と Rot 群の間に病変の差を認めなかっ
たことから、rotenone はニューロン変性の素因をもたない個体には影響を与えな
いことも明らかとなった。  
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要約 
 第 4章では ALS モデルとして最も汎用されている SOD1G93Aトランスジェニ
ックマウスを用いた検索を行った。このマウスの主要な脊髄病変はミトコンド
リア障害に由来するニューロンと神経網の空胞変性である。ミトコンドリア障
害を促進するため、呼吸鎖複合体 Iの阻害作用をもつ rotenoneを発症前に 28日
間継続投与し、運動機能の変化および発症前（70日齢）、発症後（100 日齢）お
よび末期（120日齢）における脊髄組織病変を検討した。この結果、SOD1G93A
マウスに rotenoneを投与した群（Rot 群）では、溶媒のみを投与した群（D/P 群）
と比較して、120日齢でより重度の腹角ニューロンの脱落がみられた。腹角の空
胞変性については 70 日齢では Rot 群でみられ、D/P 群ではほとんどみられなか
ったが、100日齢では両群で同程度、120日齢では Rot 群の方が D/P 群より弱い
傾向であり、Rot 群ではより早く病変が形成され収束したものと考えられた。ま
た SOD1G93Aマウスにおけるグリア細胞の増生は Rot群で D/P群より強い傾向が
みられた。また、アストロサイト膜上に存在する興奮性アミノ酸トランスポー
ターである GLT-1の発現は Rot 群で低かった。このようなグリア細胞の変化が
ニューロン変性後の反応性のものとすると、すべての病変形成が rotenone投与
によってより早期におこっていると考えられた。一方で SOD1G93Aマウスの
LC3-II/LC3-I比に対する rotenoneの影響はみられず、この病変形成の早期化には
オートファジーが積極的に関わっていないと考えられた。以上の結果より、
SOD1
G93Aマウスでは、発症前にミトコンドリア障害を増強すると脊髄病変がよ
り早く進行すること、すなわちミトコンドリア障害が病態の発症に重要である
ことが推察された。
表4-1：投与群の概要
遺伝子型 投与物質 投与経路 投与量 投与日齢（期間）匹数 解剖日齢
SOD1G93A DMSO/PEG300 SC via osmotic pump 300 µl/kg/d 42-70 (for 28 days) 3 70
SOD1G93A Rotenone SC via osmotic pump 3 mg/kg/d 42-70 (for 28 days) 3 70
SOD1G93A DMSO/PEG300 SC via osmotic pump 300 µl/kg/d 42-70 (for 28 days) 3 100
SOD1G93A Rotenone SC via osmotic pump 3 mg/kg/d 42-70 (for 28 days) 3 100
SOD1G93A DMSO/PEG300 SC via osmotic pump 300 µl/kg/d 42-70 (for 28 days) 3 120
SOD1G93A Rotenone SC via osmotic pump 3 mg/kg/d 42-70 (for 28 days) 4* 120
Wt DMSO/PEG300 SC via osmotic pump 300 µl/kg/d 42-70 (for 28 days) 3 120
Wt Rotenone SC via osmotic pump 3 mg/kg/d 42-70 (for 28 days) 5* 120
Wt：同腹のワイルドタイプ（B6SJL）マウス。
 *ウエスタンブロットはこのうち3匹を用いた。
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図 4-1：実験プロトコル。 
42日齢（6週齢）のマウスの背部皮下に溶媒（DMSO/polyethylene glycol 300 等
量混合液）または rotenoneを溶解した溶媒を充填した浸透圧ポンプを埋め込ん
だ。 
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図 4-2：体重と運動機能の変化。 
A：体重、B：後肢伸展試験、C：金網ぶら下がり試験。体重、運動機能試験と
もに、Wt マウスと SOD1G93Aマウスのそれぞれで、D/P 群と Rot 投与群の間に有
意な差を認めない。*Wt マウスと SOD1G93Aマウスの D/P 群間、# Wt マウスと
SOD1
G93Aマウスの Rot 群間、p<0.05。  
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図 4-3：SOD1G93Aマウスの腹角の病理組織学的変化。 
A、B：SOD1G93Aマウス、120日齢、尾側胸髄、腹角、D/P 群（A）、Rot 群 (B)。
LFB-HE 染色。SOD1G93Aマウスでは D/P 群と R 群両方の脊髄、特に腹角におい
ては様々な程度に空胞変性が認められる。またニューロンの細胞体や突起の変
性（膨化）、スフェロイドの形成も認められる。封入体はみられない。C-F：
SOD1
G93Aマウス、100 日齢、D/P、尾側胸髄、腹角。LFB-HE（C）、NeuN（D）、
SOD2（E）、SOD1（F）。空胞は神経網およびニューロンの細胞体内に認められ、
細胞体に単数（矢印）または多数の空胞をもつニューロン（矢頭）がみられる。
細胞体内外いずれも、これらの空胞の辺縁は SOD2 および SOD1 に陽性。G：
SOD1
G93Aマウスの尾側胸髄の腹角における空胞化の程度を 0~3 の 4 段階に数値
化したもの。70日齢では Rot 群でより強く、100日齢では同程度、120 日齢では
D/P 群でより強い傾向がみられた。 
  
 94 
図 4-4：NeuN免疫染色。 
A-H：尾側胸髄、腹角。Wt の 120日齢（A, B）、SOD1G93Aマウスの 70日齢（C, 
D）、100日齢（E, F）、120日齢（G, H）。A, C, E, G：D/P 群、B, D, F, H：Rot 群。
I：腹角の NeuN陽性ニューロン数。ニューロン数は SOD1G93Aマウスの 70日齢、
100日齢で D/P 群と比較して Rot 群で少ない傾向がみられ、120日齢では有意に
少ない。Wt マウスでは D/P 群と Rot 群の間に差がない。120日齢の SOD1G93A
マウスでは他の群に認められた大径ニューロンを認めない。*p<0.05。
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図 4-5：LFB-HE染色。 
A-D：尾側胸髄断面（A, C）および側索の拡大像（B, D）A、B：SOD1G93Aマウ
ス、120 日齢、D/P 群。C、D：SOD1G93Aマウス、120 日齢、Rot 群。E：脊髄断
面積に占める LFB陽性面積の割合。D/P 群、Rot 群いずれも白質で軽度の空胞変
性を認めるものの、特記すべき形態的変化は認められず、また LFB 陽性面積率
にWt マウス、SOD1G93Aマウスを含む全ての群間に有意差を認めない。 
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図 4- 6：ユビキチン免疫染色。 
尾側胸髄。A、B：SOD1G93A マウス、120 日齢、D/P 群。C、D：SOD1G93A マウ
ス、120日齢、Rot 群。B、Dは A、C の腹角強拡大像。ユビキチン陽性像は 120
日齢の SOD1G93Aマウスでのみ認められる。E：SOD1G93Aマウス、120 日齢ユビ
キチン陽性面積率。Rot 群で有意に大きい。F、G：SOD1G93Aマウス、120日齢、
Rot 群、腹角、蛍光二重染色。F：ユビキチン（赤）、NeuN（緑）、陽性像の大部
分は NeuN陽性のニューロン細胞体内および樹状突起内に認められる。G：ユビ
キチン（赤）、GFAP（緑）。ユビキチン。稀にユビキチンと GFAP の共局在が認
められる。* p<0.05。 
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図 4-7：GFAP 免疫染色。 
A-D：尾側胸髄断面（A, C）および腹角の拡大像（B, D）A,B：SOD1G93Aマウス、
120 日齢、D/P 群。C、D：SOD1G93Aマウス、120 日齢、Rot 群。E：脊髄断面積
に占める GFAP 陽性面積の割合。SOD1G93Aマウスでは 120 日齢において Rot 群
で GFAP 陽性率がより高い傾向がみられるが、他の日齢では D/P 群と R 群の間
に差を認めない。 
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図 4-8：Iba1 免疫染色。 
A-D：尾側胸髄断面（A, C）および腹角の拡大像（B, D）。A,B：SOD1G93Aマウ
ス、120 日齢、D/P 群。C、D：SOD1G93Aマウス、120 日齢、Rot 群。E：脊髄断
面積積に占める Iba1 陽性面積の割合。SOD1G93Aマウスでは 70日齢において Rot
群で D/P 群に比べて Iba1 陽性率が有意に高く、また 120 日齢でも Rot 群で高い
傾向がみられる。* p<0.05。 
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図 4-9：GLT-1免疫染色。 
A-D：尾側胸髄断面（A, C）および腹角の拡大像（B, D）。A、B：SOD1G93Aマウ
ス、120日齢、D/P 群。C、D：SOD1G93Aマウス、120日齢、Rot 群。GLT-1の陽
性像は灰白質に限局してみられる。E：灰白質に占める GLT-1 陽性面積の割合。
SOD1
G93Aマウスでは 70日齢、100日齢いずれにおいても D/P 群より Rot 群の方
が低い傾向がみられ、120日齢では有意に低い。Wt マウスでは D/P 群と Rot 群
の間に差を認めない。Wt マウスと SOD1G93Aマウスの D/P 群の間に差を認めな
い。* p<0.05。 
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図 4-10：ウェスタンブロッティングによる LC3-II / LC3-I発現量比。 
各レーンは個体（各群につき 3個体）を示す。頸髄、120日齢、Wtマウスおよ
び SOD1G93Aマウス。Wtマウスでは Rot群で D/P群に比べ発現量の比が高いが、
SOD1
G93Aマウスでは、D/P 群と Rot 群の間に有意な差はみられない。* p<0.05。 
 
総括
 本研究の第 1章〜第 3章では、国内のペンブローク・ウェルシュ・コーギー
（PWC）におけるイヌの変性性脊髄症の病理発生について、ヒトの ALS および
そのモデルマウスで報告されている病態関連因子に着目して検索した。また、
第 4章では ALS モデルマウスについて発症前のミトコンドリア機能障害に着目
して検索した。 
 第1章では、PWCにおけるイヌのDMの病態を把握するため、脊髄灰白質の病
理組織学的変化、特に酸化ストレス関連因子の発現と変性タンパク質の蓄積に
ついて検索した。その結果、SOD1遺伝子にc.118G>Aの変異を持ち、臨床的およ
び病理組織学的にDMと診断されたPWCの2症例の脊髄病変部では、ニューロン
の細胞体に封入体や凝集物はなく、SOD1の陽性像がび漫性に認められた。また
病変部の神経網には塊状のユビキチン陽性像を認めた。これらの所見から、タ
ンパク分解系の異常がDMの病態に関与するが、ニューロン細胞体よりむしろ突
起における変化が主体であると考えられた。一方、灰白質の反応性アストロサ
イトでは、iNOSおよびSOD1の発現が認められた。本所見はiNOSによる酸化ス
トレスの増強や、反応性のSOD1の発現増強を示唆するものであり、ALSやSOD1
トランスジェニックマウスで報告されている発現分布に類似していることから、
PWCのDMでもALS同様にアストロサイトの機能変化による酸化ストレスが病
態進行に関与していると推察された。 
 第2章では、SOD1遺伝子変異を伴うPWCのDM症例5例、DMに罹患していない
PWC5例、対照例としてビーグル6例について、腹角ニューロンの脱落様式およ
びグルタミン・グルタミン酸サイクルで主要な役割を担うグリア細胞性興奮性
アミノ酸トランスポーター（GLT-1、GLAST）の発現レベルを検索した。この結
果、DM症例群では対照の2群と比較して腹角ニューロン数は有意に少なかった
が、残存ニューロンの大きさには差がなかった。また顕著なシナプス脱落も示
された。ニューロンのアポトーシス像はみられず、活性型caspase 3の陽性率にも
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3群間で差がなかった。また、DM症例ではGLT-1の著しい発現低下がみられたが、
GLASTの発現には各群で差を認めなかった。これらの結果から、DMの脊髄では
ALSと同様にグリア細胞膜上のGLT-1発現低下がみられるものの、ニューロンの
脱落メカニズムについてはDMとALSとに相違があると推察された。 
 第 3 章では、オートファジー関連因子の発現について検討した。細胞質内の
主要なタンパク分解系であるオートファジーの異常は、神経変性疾患を含む
様々な疾患で徐々に明らかになっており、近年 ALS でもその関与が指摘されて
いる。そこで、SOD1 遺伝子変異を伴う PWC の DM 症例の 8例、DM に罹患し
ていない PWC の 5 例、対照例としてビーグル 6例について、オートファジー小
胞マーカーである LC3 およびアダプタータンパク質である p62 と NBR1 の発現
局在を検索するとともに、オートファジー経路の Beclin 1, Atg16L, p62 および
LC3 のタンパク発現レベルを検索した。各群間で LC3 強陽性顆粒をもつニュー
ロン細胞体の割合には差を認めないものの、LC3 陽性顆粒をもつ樹状突起の数
は DM 症例で他の 2 群と比較して多かった。また、DM 症例では p62 陽性像が
神経網に塊状にみられた一方で、NBR1 が反応性アストロサイトに局在していた
ことから、p62と NBR1 はそれぞれ異なる役割を果たしていると考えられた。ま
たウェスタンブロッティングの結果、DM 症例では Beclin 1 および Atg16Lの発
現レベルが低い傾向が認められた。これらの結果から、DM の脊髄ではオートフ
ァゴソーム形成初期の抑制が起こっている一方で、特に樹状突起内ではオート
ファゴソームの分解に異常があると考えられた。 
 第 4 章では ALS モデルとして最も汎用されている SOD1G93Aトランスジェニ
ックマウスを用いた検索を行った。このマウスの主要な脊髄病変はミトコンド
リア障害に由来する空胞変性である。そこでミトコンドリア障害を促進するた
め、呼吸鎖複合体 Iの阻害作用をもつ rotenone を発症前に 28 日間継続投与し、
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運動機能の変化および発症前（70 日齢）、発症後（100 日齢）および末期（120
日齢）における脊髄病変の形態的変化を検討した。この結果、SOD1G93Aマウス
に rotenoneを投与した群（Rot 群）では、溶媒のみを投与した群（D/P 群）と比
較して、120日齢でより重度の腹角ニューロンの脱落がみられた。腹角の空胞変
性については、70 日齢では Rot 群でみられ D/P 群ではほとんどみられなかった
が、100 日齢では両群で同程度、120 日齢では Rot 群でむしろ弱い傾向であり、
Rot 群ではより早く病変が形成され収束したものと考えられた。また SOD1G93A
マウスにおけるグリア細胞の増生は Rot 群でより強い傾向がみられ、GLT-1の発
現は Rot 群で低かった。これらのグリア増生がニューロン変性後の反応性のも
のとすると、すべての病変形成が Rot 群で D/P 群と比べて早期におこっている
と考えられた。これらの結果より、SOD1G93Aマウスでは、発症前にミトコンド
リア障害を増強することで脊髄病変の進行を促進すること、すなわちミトコン
ドリア障害が発症に重要な病態機序であることが推察された。 
 これまでに報告されている情報と本研究で得られた一連の結果にもとづき、
sALS と ALS1 の患者、DM 症例、SOD1G93Aマウスの病理学的特徴の比較を表 5-1
に示した。DM と ALS との病理学的類似性については、以下のように考えられ
た。すなわち、ALS では主に運動ニューロンの細胞体に封入体を形成して大径
のニューロンから選択的に脱落するのに対し、DM 症例の脊髄ではニューロンの
細胞体は封入体などの形態的変化に乏しく、腹角ニューロンの脱落は非選択的
である。一方、ユビキチンや LC3 の局在から、DM 症例の脊髄では異常タンパ
クの蓄積やニューロン変性過程の主体は神経突起や軸索にあり、ニューロン細
胞体の脱落はこれに続発するものでネクローシスが主体であると考えられる。
免疫グロブリンの沈着や T細胞浸潤による炎症反応を伴わない点は DM と ALS
とで類似しており、炎症性疾患である可能性は低い。また DM と ALS とでは発
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症後の二次的な反応と考えられている重度のグリオーシスと、アストロサイト
における酸化ストレス関連因子や興奮毒性関連因子の発現パターンが類似して
いることから、グリア細胞が病態進行に重要であることも共通していると考え
られる。 
 一方、SOD1G93A マウスでは rotenoneによる発症前のミトコンドリア障害が脊
髄病変を促進したことから、病変の主体はミトコンドリアの変性とこれに起因
する空胞化にあり、ALS、DM のいずれの病変とも異なると考えられた。一方で、
グリア細胞の増生は病態の進行に応じて強くなっており、ALS、DM の両疾患と
同様グリア細胞の反応が起こっていると推察された。しかし今回の検索では、
rotenone投与によっては SODG93Aマウスの脊髄でアストロサイト膜上に存在す
る GLT-1の発現低下を認めたものの、明瞭な酸化的損傷を検出できなかったの
で、このグリア細胞の反応は必ずしも病変の増悪因子とはなっていないのかも
しれない。 
 本研究では、DM 症例の病理学的理解を深めるとともに、ALS 患者での過去
の報告や既存の ALS モデルである SOD1G93Aマウスとの比較により、その類似
点、相違点を示した。また既存の ALS モデルである SOD1G93Aマウスでは、発
症前のミトコンドリア障害が発症に重要であることを示した。 
 ALS に限らず、多くの神経変性疾患の本質は異常タンパク質の凝集であり、
主に凝集タンパク質を標的とした治療法の研究が行われている[Marciniuk et al., 
2013, Krishnamurthy and Sigurdsson, 2011]。しかしその多くが抗体療法であること
から、動物モデルを用いた知見をヒトに外挿することが難しく、実際にヒトの
神経変性疾患で有効性が確認された例がない。加えて、本研究でも示したよう
に、病的因子と考えられるタンパク質の凝集パターンが異なることから、
SOD1
G93A マウスおよび DM 症例はいずれもこうした治療法の研究においては
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ALS モデルとして適切ではないと考えられる。さらに、発症前から起こり、特
に発症の引き金として重要と考えられたミトコンドリアの変化は 3 疾患で異な
る一方で、発症後の増悪因子となりうるグリア細胞の反応が 3 疾患で比較的共
通していること、加えて ALS 患者および DM 症例では実際に治療が開始される
のは発症が認められた後であることを考慮すると、発症後グリア細胞の機能変
化を制御することを目的とした治療法が有効であることが期待され、その開発
のためのツールとしては、SOD1G93Aマウスやイヌの DM 症例は有用なモデルと
なりうる。特にアストロサイトを標的とした治療法は、ALS[Rizzo et al., 2013, 
Foust et al., 2013]や他の神経変性疾患 [Rappold and Tieu, 2010, Hamby and 
Sofroniew, 2010]で近年注目されており、マウスモデルでは一定の結果が得られ
ている。しかし、今回の検索で SOD1G93Aマウスにおけるグリア細胞の反応性変
化の病態増悪効果を証明できなかったことや、先述のようにマウスモデルでの
知見が今のところヒトの ALS の治療法開発に反映されてないことを考慮すると、
マウスモデルでの検討では不十分である可能性が高い。したがって、ヒト ALS
ヘの応用するための補助的なデータを得るため、また伴侶動物としてのイヌに
おける治療法開発のためにも、イヌ DM に対するグリアを標的とした治療法の
試験的応用は有意義であると考えられる。 
 本研究から、神経変性の本態である異常タンパクの凝集やニューロンの脱落
パターンに ALS、DM、SOD1G93Aマウスで差異がみられた一方、病態進行の増
悪因子となりうる因子については共通点が多かったことから、動物モデルを用
いる際には「発症」と「進行」、あるいは「ニューロン」と「グリア」を区別し
て利用すべきであると考えられる。既存のマウスモデルは、このうち「進行」「グ
リア」についてのモデルとして適当であると考えられるが、その報告にはばら
つきがある。この背景には、例えば SOD1G93Aトランスジェニックマウスでは今
  
 107 
回使用した系統を含め、バックグランドの異なる少なくとも 5系統以上が市販
されていることや、短期間で繁殖がくり返されることから、系統を維持する実
験施設ごとに別の形質を獲得している可能性などが考えられる。一方で、今回
の検索では「進行」「グリア」についてイヌの DM 症例では ALS における報告
と極めて近いことを示す知見が得られた。イヌは体の大きさ、ライフスパンな
どの点でよりヒトに近い。高齢発症の神経変性疾患はヒトに特有か、あるいは
他の動物では問題にならないものが多いが[Jucker, 2010]、イヌのDMはヒトALS
の表現型をよく再現した自然発症疾患といえる。加えて、PWC における SOD1 
c.118 G>A変異の保有率の高さ[Chang et al., 2013]から、国内の PWC は遺伝的に
極めて均一性が高いと考えられる。PWC は純血統を重視される人気犬種である
こと、海外からの異なる血統が導入されにくい日本の地理的条件を考慮すると、
当面の間 PWC における DM の発生は継続すると考えられる。よって、PWC の
DM 症例の収集と、発症後をターゲットとした治療法についての研究を継続する
ことによって、この疾患は有用な ALS モデルになると考えられた。イヌの DM
に関する研究は、ALS 治療法開発ばかりでなく、伴侶動物としてのイヌの医療
に直ちに貢献するものと期待される。 
  
表5-1 : sALSとALS1患者, DM罹患犬, SOD1G93A マウスにおける脊髄病変の比較
sALS ALS1 DM SOD1G93A  mouse
− AD AR AD
+ + +
+ + + −
細胞数 ↓ ↓ ↓ ↓
大きさ ↓ ↓ → ↓
封入体形成 + + − ＋/ －
空胞変性 − − − +
TDP43病理 + / − − − −
アポトーシス + / − − − −
iNOS + + + +
SOD1活性 ND → → / ↑ →
ND ND − +
ND ND − −
GLT-1 ↓ ↓ ↓ ↓　/ →
GLAST → → → →
GS ND ND → ND
Ubiquitin 封入体 封入体 神経網 細胞体
LC3 封入体、細胞体 封入体、細胞体 樹状突起 細胞体
p62 封入体 封入体 神経網 細胞体
NBR1 ND ND
細胞体、
アストロサイト
細胞体
AD：常染色体優性遺伝、AR：常染色体劣性遺伝。	 ND：情報なし,赤字は本研究による結果を示す。
変異SOD1の凝集性
T細胞の浸潤
免疫グロブリンの沈着
遺伝形式
酸化ストレス
アストロサイトの
興奮毒性関連因子
腹角ニューロン
タンパク質
分解系関連因子の
局在
白質の変性
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